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PCT/EP99/00716 





WEITERES VORGEHEN vorlW^ 
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l^ti^atePatentklasstficat.on (IPK) oder na 
C12Q1/68 



Artmelder 

DAHM. Michael, W. et al. 




T^^M&n PrOfung beauttragte 



BehSrde erstellt und wird dem - 
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D Pri ° ritat r , ntens Ober NeuheU, erfinderische Tatigke* und ge.erb.icne Anwendbarke* 
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" Fax: +49 89 2399 - 4465 ___ 




Wieser, M 
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INTERNATIONALER VORLAURGER , nternationales AW enzeichenPCT^EP99^ 
PRUFU NGSBERICHT 

I. Grundlage des Berichts Anma ideamt auf erne Aufforderung nach 

Sb Jgefugt, Sell sie Keine Anderungen enthalten.). 

Beschreibung, Seitetv. 

1 45 ursprungliche Fassung 



02/02/2000 mit Schreiben vom 02/02/2000 



Patentanspruche, Nr.: 

1-29,31-40, ursprungliche Fassung 

42-51 

30 41 eingegangen am 

Zeichnungen, Blatter: 

1/11-11/11 ursprungliche Fassung 



2 . Aufgrund der Anderungen sind fo.gende Unteriagen lortgefalien: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr - : 

□ Zeichnungen, Blatt: 

ingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 



.J angegebenen 

eii 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



PCT/IPEA'409 (Felder 1-VIII. Blatt 1) (Januar 
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INTERNATIONALER VORLAURGER lntemationales Aktenzeichen PCT/EP99/0071 6 

PRUFU NGSBERICHT 1_ 

1. Feststellung 

. - WK1 v Ja: Anspruche 1-51 
Neuhert(N) Nein: Anspruche 

Ert i nderi sc h eTati gk eit(E^ ^ <^ ™ 

GewerbHcheAnwendbarkeMGA) ^ Anspruche 1-51 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte verSffentlichte Unterlagen (Regel 7 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



■■J 



VII Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wjrdlsfastgestolrt^ **' e 'rrtamattonale Anmeldung nach Form oder Inhalt lolgende Mangel aulweist: 



siehe Beiblatt 



siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Fekter l-VIII. Blatt 2) (Januar 1 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0071 6 



Sektion V: 



Der nachste Stand der Technik ergibt sich aus WOA-97/18322. Dort wird e.n 
Verfahren zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperflussigke.t 
offenbart, bei dem die RN A-Komponente der Telomerase amplifiziert w.rd. Der 
Gegenstand der Anspruche 1-51 (Verfahren, Primer, Sonde und Kit) 
unterscheidet sich davon dadurch, da(3 die mRNA die fur die katalytische 
Untereinheit der Telomerase kodiert, amplifiziert wird. 

Erfindungsgema3 wurde gefunden, da(3 die Menge der fur die katalytische 
Untereinheit der Telomerase kodierenden mRNA besser m.t der 
Telomeraseaktivitat korreliert als die Menge der RNA Komponente der 
Telomerase. Der Gegenstand der Anspruche 1-51 , der nicht in naheliegender 
Weise aus den im International Recherchenbericht angefuhrten Dokumenten 
abgeleitet werden kann, erscheint somit neu und erfinderisch im Sinne der Art.kel 
33(2) und 33(3) PCT zu sein. 



Sektion VI: 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 



Anmeld© Nr. 
Patent Nr. 



Verdffentiichungsdatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



WO-A-98/37181 27/08/1998 



Anmaldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



20/02/1998 



Priorit&tsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(Tag/Monat/Jahr) 



20/02/1997 

20/05/19997 

01/08/1997 

14/08/1997 

30/10/1997 



WO-A-98/59040 30/12/1998 



09/06/1998 



20/06/1997 
26/03/1998 
14/04/1998 



WO-A-98/14592 09/04/1998 



01/10/1997 



01/10/1996 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BE1BLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/007 1 6 



18/04/1997 
25/04/1997 
06/05/1997 
09/05/1997 
14/08/1997 

Sollte die beanspruchte Prioritat der vorliegenden Anmeldung nicht gultig sein, 
waren obige Dokumente fur die Beurteilung der Neuheit und der erfinderischen 
Tatigkeit (Artikel 33(2) und (3) PCT) relevant. Sollte die Anmeldung in die 
nationale Phase eintreten, waren diese Dokumente fur die Beurteilung der 
Neuheit von Bedeutung. 



Sektion VII: 



GemaB Regel 11(11) PCT sollen Abbildungen keinen Text enthalten, mit 
Ausnahme einzelner Worte, wenn es absolut notwendig erscheint. 



Sektion VIII: 



Anspruche 18 und 19 entsprechen nicht den Erfordernissen von Artikel 6 PCT, da 
in ihnen versucht wird die Erfindung durch das zu erreichende Resultat zu 
definieren. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 
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.) 
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S 



EP 009900716 



oder unnatiir lichen 
dispergiertem Korpergewebe 



- 51 - 
KQrperhohlen, 



»• • • # ♦ 



• • • 



Knochei 



und 



29. Verfahren nach einem de^Anspruche 20-28, dadurch 
gekennzeichnet, dafl da*^tentrif ugationsgef afl nach der 
Zentrifugation und^r der Abnahme der an Tumorzellen 
angereicherten^fnterphase stark abgekiihlt wird, urn ein 
Vermisch^der Zellen in den verschiedenen Schichten zu 



dadurch 



nach einem der Anspriiche 20-29, 

Zentrifugation in einem GefaA 



30 . Verfahren 
gekennzeichnet, dafl die 
durchgefiihrt wird, das durch eine porose Barriere, einen 
Filter oder ein Sieb in ein oberes^ und ^ ein unteres 
Kompartiment geteilt ist, wobei das Zell**£pefte*e 



L&aJ spono ioifri medium im 
unteren Kompartiment vorgelegt und die KSrperf liissigkeit in 
das obere Kompartiment eingebracht wird. 



■3! rerTaK ren nach AnSprUCh JU, dad urch gekenitzelL-hnet ,■ 

die porose Barriere, der Filter oder das Sieb eine Dick^von 
1-10 mm, vorzugsweise ca. 5 mm aufweisen. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder/il, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die porose Barriere, def Filter oder das 
Sieb eine Porengrofie von 20-100 urn, ^rzugsweise 20-30 um 
aufweisen. 



Anspriiche 30-32, dadurch 



Barriere, der Filter oder das 



33. Verfahren nach einem 
gekennzeichnet, dafl die 
Sieb aus einem hydropKoben Material bestehen oder mit einem 
hydrophoben Material beschichtet sind. 



34. Verfahren nach einem der Anspriiche 20-33, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das Zellseparationsmedium einen Farbstoff 
entha*€\ der das zellseparationsmedium von der 
da^^ege- ndfcm lUUpfeKtlusbxijkeit fa^bH ^h-^un^er^cheidbar 
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02-02-2090 
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39. -oJttgSnukleotxd-PxiiueTmit der Seguenz 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3J>WfRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' j£2*T2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 geg^tfenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fur eine RNA^olymerase enthalten konnen. 

40. Oligonukleotid^Sonde mit der Sequenz 
5' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRT o) 

und/oderdie entsprechejide_^i^e«e— kumpli-uuLnlSi-r JJeguenz 

41. Kit zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer 
Korperfliissigkeit, enthaltend: 

(a) ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifischen 
Atnplifizierung von Telomerase-kodierender ^l c incauro , *~R,hJP<> 



,,- v*<- n.rh Ansoruch 4 J , riadurch g^pnn7Pif:hne ^ T --d^r-dg^ 
Oligonukleotid-Primerpaar gemafl (a) folgende Sequenzenjy^ 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3*^l*RTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' LhTRT2), 



?RT2 



gegebenenf alls eine 



wobei hTRTl und/oder 

Promotorsequenz fur eine^RfJA-Polyrnerase enthalt 

43 Kit nacjj^inem der Anspruche 41 oder 42, dadurch 
gekennzeic*^ dafl er zusatzlich (b) eine Standard- 
Nukle^sSure bzw. Standard-Nukleinsauren zur Co-Amplif Nation 
:halt 




GEAENDERTES BLATT 



VERTR 



ER DIE INTERNATIONALE 2MHMMEN ARBEIT 
F DEM GEBIET DES PATENTEES ENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 


WEITERES siene Mitteiiung uber die Ubermittlung des international 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/00716 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

03/02/1999 


(Friihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

04/02/1998 


Anmelder 

DAHM, Michael , W. et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchen behorde erstellt und wird dem Anmelder gemafB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



. Blatter. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt __4 

PH Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[~X~| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

PH zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

PH Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

PH Die Erklarung ; daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestlmmte Anspruche haben slch als nicht recherchierbar erwlesen (siehe Feld I). 

3. Mangelnde Elnheitllchkelt der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PH wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

jjjTj wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT . , _ . fc 

srnationales Aktenzeichen 



DUNG5GEGENSTANDES 



/EP 99/00716 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 



Nach der Internationaten Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der (PK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassiftkationssymbole ) 

IPK 6 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationaten Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



MEYERSON M ET AL: ,, hEST2, THE PUTATIVE 
HUMAN TELOMERASE CATALYTIC SUBUNIT GENE, 
IS UP -REGULATED IN TUMOR CELLS AND DURING 
IMMORTALIZATION" 
CELL, 

Bd. 90, Nr. 4, 

22. August 1997 (1997-08-22), Seiten 
785-795, XP002056804 
ISSN: 0092-8674 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-51 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priohtatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alletn aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahetiegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

25. August 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

02/09/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Hagenmaier, S 
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C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



INTERNATIONALE* RECHERCHENBERICHT 



rationales Aktenzeichen 

/EP 99/00716 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Verbffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile I 


3etr. Anspruch Nr. 


Y 


NAKAMURA T M ET AL: "TELOMERASE CATALYTIC 
SUBUNIT H0M0L0GS FROM FISSION YEAST AND 
HUMAN" 
SCIENCE, 

Bd. 277, 15. August 1997 (1997-08-15), 
Seiten 955-959, XP002056803 
ISSN: 0036-8075 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 


1-51 


Y 


WO 97 18322 A (DAHM MICHAEL W) 
22. Mai 1997 (1997-05-22) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 


1-51 


Y 


W0 96 01835 A (ANDREWS WILLIAM H 
; VILLEP0NTEAU BRYANT (US); FUNK WALTER 
(US); FEN) 25. Januar 1996 (1996-01-25) 
das ganze Dokument 


1-51 


A 


KIM N W ET AL: "SPECIFIC ASSOCIATION OF 
HUMAN TELOMERASE ACTIVITY WITH IMMORTAL 
CELLS AND CANCER" 
SCIENCE, 

Bd. 266, 23. Dezember 1994 (1994-12-23), 
Seiten 2011-2015, XP002028668 
ISSN: 0036-8075 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 




A 


BLASCO M A ET AL: "DIFFERENTIAL 
REGULATION OF TELOMERASE ACTIVITY AND 
TELOMERASE RNA DURING MULTI-STAGE 
TUMORIGENESIS" 
NATURE GENETICS 
Bd. 12, Nr. 2, 

1. Februar 1996 (1996-02-01), Seiten 
200-204, XP000673791 
ISSN: 1061-4036 
das aanze Dokument 




P,X 


W0 98 37181 A (COUNTER CHRISTOPHER M 
; WEINBERG ROBERT A (US); WHITEHEAD 
BIOMEDICA) 27. August 1998 (1998-08-27) 
das ganze Dokument 


1-51 


P,X 


WO 98 59040 A (WICK MARESA ; BAYER AG (DE); 
HAGEN GUSTAV (DE); WEICHEL WALTER (DE)) 
30. Dezember 1998 (1998-12-30) 
Siehe PCR Primer C5A and GSP2 
das ganze Dokument 


1-51 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH 
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EHENE UNTERLAGEN 



mt 



ernationales Aktenzeichen 

T/EP 99/00716 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



P.x 



GB 2 317 891 A (6ER0N CORP ;UNIV 
TECHNOLOGY CORP (US)) 
8. April 1998 (1998-04-08) 
Siehe hTRT PCR Primer 
das ganze Dokument 

WO 98 14592 A (ANDREWS WILLIAM H ;CECH 
THOMAS R (US); MORIN GREGG B (US); 
NAKAMUR) 9. April 1998 (1998-04-09) 
das ganze Dokument 



1-51 



1-51 
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^■MMgation on patent family members 



rnational Application No 

T/EP 99/00716 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


membe r(s) 


date 



WO 9718322 
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AU 
CA 
CN 
DE 
EP 



1867397 
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1202206 
19681033 D 
0861334 A 
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22-05-1997 
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02-09-1998 
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US 
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1996 


us 
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1998 


AU 


696702 
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AU 
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1996 


AU 


3095095 
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(57) Abstract 
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(57) Zusammenfassung 

Offenbart wird ein Verfahren zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperflussigkeit. bei dem zuerst die zu untersuchende 
Probe einem Verfahren zur An- bzw. Abreicherung von Tumorzellen unterzogen wird und an den angereicherten bzw. abgereicnenen 
Tumorzellen eine Reaktion durchgefuhrt wird, bei der die fur die katalytische Untereinheit der Telomerase kodierende mRNA spezinsch 
amplifiziert wird, und anschliefiend die Menge an amplirizierter Nukleinsiiure quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete Testkits. 
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Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Tumorzellen in 
einer Korperf lussigkeit und dazu geeignete Testkits 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantif izierung von 
Tumorzellen in einer Korperf lussigkeit , bei den, zuerst die zu 
untersuchende Probe einem Verfahren zur An- bzw. Abreicherung 
von Tumorzellen unterzogen wird und an den angereicherten 
bzw. abgereicherten Tumorzellen eine Reaktion durchgefuhrt 
wird, bei der .die fur die katalytische Untereinheit der 
Telomerase kodierende mRNA spezifisch amplif iziert , und 
anschlieflend die Menge an amplif izierter Nukleinsaure 
quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete Testkits. 

Nahezu alle soliden malignen Tumore haben das Potential zur 
Metastasenbildung. Der Prozefi der Metastasierung beinhaltet 
die Aussaat maligner Zellen als Mikrometastasen, zumeist auf 
dem Blut- bzw. Lymphweg in entfernte Organe und die 
Ausbildung autonomer Tochtergeschwiilste . Das AusmaA der 
Filiarisierung bestimmt die Prognose eines Tumorleidens . 

Die Anspriiche von Tumorvorsorge- oder Nachsorgeprogrammen 
liegen in der Fruherkennung von Primartumoren bzw. eines 
Rezidivs oder einer Metastasierung noch bevor Metastasen 



WO 99/40221 
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klinisch manifest werden. Dieses Ziel kann bislang mxt den 
verfugbaren apparatxven Techniken nicht zuf riedenstellend 
erfullt werden, insbesondere gibt es immer noch exne 
diagnostische Grauzone zw,schen dem Nachweis zirkulierender 
Tumorzellen and beginnender Metastasenbildung in Organen. 
Durch die Friihdiagnose zirkulierender maligner Zelien z.B. xm 
peripheren Blut eines Tumornachsorgepatienten konnte 

, , „v, einer manifesten 

friihzeitig, d.h. noch vor exner 

Organmetastasierung, eine moglicherweise kuratxve 

Immunmodulations- oder Polychemotherapie eingelextet werden. 
Die Quantifizierung der Tumorzellen im peripheren Blut vor 
und nach der Therapie stellt dabei eine wichtige Kontrolle 
dar . 

Die Lebensdauer eukaryontischer Zellen wird entsprechend der 
Telomer-Hypothese durch dxe Lange der Termini der 
chromosomalen DNA, der Telomere, bestimmt. Telomere spxelen 
deshalb nach dieser Theorie die Rolle einer mitotischen Uhr. 
Bedingt durch den Replikationsmechanismus der DNA-Polymerasen 
werden dxe Telomere nach jeder Zellteilung um die Lange des 

i nsHnrrh werden die Chromosomen 

Replikationsprxmers verkurzt. Dadurcn weraen 

nach jeder Zellteilung kiirzer und erreichen nach einer 
bestimmten Anzahl von Zellteilungen eine kritische Lange. Dxe 
Zellen gehen dann in eine seneszente Phase iiber, in der sxe 
sich nicht mehr teilen und schliefilich absterben. In exnxgen 
Fallen kann jedoch dieser Regulationsmechanismus durch exn 
Ribonukleoprotein, die Telomerase, ubergangen werden und dxe 
Zellen werden immortal. Die Telomerase synthetisiert dxe bex 
der Replikation verlorengegangenen Telomersequenzen an das 
5<-Ende der Chromosomen, wobei die RNA-Komponente des 
Proteins (human Telomerase RNA component, hTR) ala Matrxze 
dient und ein Teil der Proteinkomponente die katalytxsche 
Untereinheit (human Telomerase Reverse Transcriptase, hTRT ) 
bildet. 
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zu den Zellen .it stiver Telomerase und unbegrenzter 
Lebensdauer in, Menscnen gehoren voc .11. die Keimzellen und 
namatopoetischen st«»ll.». die s.ch wahrend dec gesa*en 
Lebenszeit eines Individuums teilen konnen. Dariiber . hmaus 
werden auch In aktivierten B- und T-Lyn, P hozyten des Menscnen 
erhohte Telomerase-Aktivitaten gefunden. Neben dieser 
normalen pnysiologischen Roll, der Telomerase I»nn m etwa 
90-95% aller menschlichen Tumorgeweben eine ernohte 
Telomerase-Aktivitat gefunden werden. Daher kann dre 
Telomerase-Aktivitat von Tumorzellen die Grundlage fur em 
Nachwerssysten, £ur dissemmierte z irkulierende Tumorzellen in 
Korperflussigkeiten bilden, die potentiell zu Metastasen 
fiihren konnen. 

Die Telomerase ist ein Ribonukleoprotein mit reverser 
Tra nskriptaseaktivitat [ Shippen-Lentz et al. (1990), Science 
247: 546], das als Matrize eine integrale RNA-Sequenz zur 
unabhangigen DNA-Synthese benutzt [Greider et al. (1989). 
Nature 337: 331], mit der neue telomere DNA an die Enden der 
Chromosomen synthetisiert werden. Telomere bestehen aus hoch 
konservierten (TTAGGG)n Tandemsequenzen von ca . - 
Kilobasen (kb) Lange/Zellgenom und| haben die Aufgabe die 
Chromosomen an der Kernmembran zu stabilisieren und schutzen 
die kodierende genomische DNA vor unkontrollierter 
Rekombination und Degradation [Mehle et al . (1994). Cancer 
Res 54 : 236]. Wahrend in den niederen Eukaryonten em 
dynamisches Gleichgewicht zwischen VerkUrzung der 
Chromosomenenden und der de novo Synthese von telomeren 
Sequenzen durch die Telomerase postuliert wird, zeigen 
normale humane somatische Zellen eine niedrige oder nicht 
nachweisbare Telomeraseaktivitat . Dariiber hinaus iat die 
Telomerase in, Gegensatz zu anderen DNA Enzymen nicht 
wachstumsreguliert, denn keine der aktiv prolif erierenden 
Zellkulturen zeigte nachweisbare Telomeraseaktivitat. Einzig 
Keimzellen und fast alle Tumorzellinien [Ohyashiki et al. 
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( 1994). Cancer Genet Cytogenet 78: 64; Rogalla et al . (1994). 
Cancer Genet Cytogenet 77: 19; Schwartz et al . (1995). Cancer 
75- 1094] und Tumorgewebe (Lunge, [Hiyama et al. (1995). 
Oncogene 10: 937 ; Shirotani et al. ( 1994). Lung Cancer 11: 
29], Nieren [Mehle et al. (1994). Cancer Res 54: 236 ], 
Ovarien [Chadeneau et al. (1995). Cancer Res 55: 2533] und 
Blut [Counter et al. (1995). Blood 85: 2315]) zeigen meflbare 
Telomeraseaktivitat und eine konstante Telomerlange , die 
durch eine unendliche Zahl von Zellteilungen hxndurch 
beibehalten wird. Daher kann die Aktivierung der Telomerase 
mit der damit verbundenen Stabilisierung der Telomer langen 
als kritischer Schritt in Richtung Immortalisierung von 
somatischen Zellen gewertet werden. 

Feng et al. gelang die Klonierung der integralen RNA-Sequenz 
der humanen Telomerase (hTR), die auf dem distalen Segment 
(q , von Chromosom 3 kodiert wird. Die Autoren konnten mittels 
kompetitiver Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eine 

signifikante Erhohung der Telomeraseexpression m 
Tumorgeweben sowie in den Keimgeweben gegenuber normalen 
somatischen Zellen belegen [Feng et al. (1995), Science 269: 
1236] Ein Antisense-Konstrukt der hTR-Sequenz verursachte 
den Zelltod (Apoptose) in trans f iz ierten HeLA-Zellen. Diese 
Daten belegen die stringente Repression der Telomerase in 
somatischen Geweben als auch die Tatsache, daB malignes 
Wachstum von der Prasenz immortaler Zellen und von der 
Aktivierung der Telomerase abhangig ist. 

Nakamura et al . charakterisierten 1997 einen 
Proteinbestandteil der katalytischen Untereinheit der 
menschlichen Telomerase. Im Vergleich mit der RNA-Komponente 
der menschlichen Telomerase (hTR) korreliert die fur die 
katalytische Untereinheit der menschlichen Telomerase ( hTRT ) 
kodierende mRNA wesentlich starker mit der 
Telomeraseaktivitat (Nakamura TM, Morin GB, Chapman KB, 
Weinrich SL, Andrews WH, Lingner J, Harley CB, Cech TR 
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{l9 g 7 ): Telomerase catalytic subunit homologs from fission 
y east and human. Science 277: 955-9) und 1st damit besser zur 
Krebsdiagnostik geeignet . Meyerson et al . lokalis lerten die 
hT RT auf dem menschlichen Chromosom 5p und bestatigten die 
starke Korrelation des hTRT mRNA-Nachweises mit der 
enzymatischen Aktivitat der menschlichen Telomerase (Meyerson 
H Counter CM, Eaton EN , Ellisen LW, Steiner P, Caddie SD, 
Ziaugra L, Bei jersbergen RL, Davidoff MJ, Liu Q, Bacchett! S, 
Haber DA, Weinberg RA ( 1997 ): hEST2 , the putative human 
telomerase catalytic subunit gene, is up-regulated in tumor 
cells and during immortalization. Cell 90: 785-95). 

Die Standardmethode zur Bestimmung der katalytischen 
Aktivitat der Telomerase ist z.Zt. der TRAP-As say (Telomeric 
Repeat Amplification Protocol) [Kim et al . Science (1994 ) 
266: 2011]. Dabei synthetisiert die in. Zellextrakt vorhandene 
Telomerase Extensionsprodukte , die anschlieflend in einer 
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
amplifiziert werden. Eine densitometrische Auswertung der 
Amplifikationsprodukte erlaubt anschliefiend 

Quantifizierung der Telomerase-Aktivitat . Die Sensitivitat 
des TRAP-Assays wurde in Abhangigkeit des Probenmatenals , 
des versuchslabors und des verwendeten Protokolls mit 4-100 
Zellen/Ansatz angegeben. Da im TRAP-Assay der Rohextrakt von 
lysierten Zellen bzw. Geweben verwendet wird, ist diese 
Methode im hohen Mafle storanfallig gegenuber Inhibitoren der 
in der PCR verwendeten DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) . 

Der TRAP-Assay wird beispielsweise in der WO 98/02581 zur 
Diagnose von prakanzerosen Oder kanzerosen Schaden des 
Cervix, Endocervix, der Vagina oder Vulva eingesetzt. 

Die WO 97/18322 offenbart ein Verfahren zur Quantifizierung 
von Tumorzellen, bei dem zuerst mit der zu untersuchenden 
Probe eine Reaktion durchgefuhrt wird, bei der die RNA- 
Komponente der Telomerase spezifisch amplifiziert wird, und 
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anschlieflend die Menge an amplif izierter 
quantitativ bestimmt wird. 

0ie „o 96/01835 offenbart eb.nf.ll. ein verfahren zun, 
Nachweis der RNA-Komponente der Telomerase in Zellen Oder 

Zellproben . 

Tro tz der bekannten verfahren zu m Nachweis von Tu.orzeHen 
besteht weiterhin ein Bedurfnis nach zuverlassigen u„d 
einfachen Verfahren zur Quantif izierung von Tumorzellen in 

Korperf liissigkei ten . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, exn Verfahren 
zu entwickeln, mit dem man Tumorzellen >n exner 
Korperflussigkeit quantitativ bestimmen kann. 

Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur 
Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperf lussxgke.t, 
bei dem zuerst die zu untersuchende Probe einem Verfahren zur 
An - bzw. Abreicherung von Tumorzellen unterzogen wird und an 
den angerexcherten bzw. abgereicherten Tumorzellen eine 
Reaktion du f chgefuhrt wird, bei der die fur die katalytxsche 
Untereinhext der Telomerase kodierende mRNA spez.fxsch 
amplif iziert, und anschliefiend die Menge an amplxf xzxerter 
Nukleinsaure quantitativ bestimmt wird sowie dazu geexgnete 
Testkits . 

Bei der Korperflussigkeit, in der Tumorzellen quantif iziert 
werden sollen, kann es sich um jede menschliche Oder 
tierische Korperflussigkeit oder urn eine Dispersxon von 
Zellgewebe handeln. Hierbei handelt es sich beispielswexse um 
Blut, insbesondere peripheres Blut wie venoses oder 
arterielles Blut, Lymphe, Urin, Stuhl, Exsudate, Transudate, 
Spinalflussigkeit, Samenf lussigkeit , Speichel, Flussigkexten 
aus naturlichen oder unnatlirlichen Korperhohlen , Knochenmark 
und dispergiertem Korpergewebe . Bei den Flussigkexten aus 



WO 99/40221 



PCT/EP99/00716 



^ * " - urn 



naturlichen Korperhohlen kann es sich beispielsweise 
serose Flussigkeiten wi. Peritoneal- und Pleural lussigkeiten 
handeln, bei den Flussigkeiten aus unnatUrlichen Korperhohlen 
k ann es sich bexspielsweise um Flussigkeiten aus Zysten 

handeln. 

Bevorzugte Korperf liissigkeiten sind Blut, Knochenmark, 
Lymphe, serose Flussigkeiten aus Korperhohlen sowie Urxn, 
wobei Blut und Urin besonders bevorzugt sind. Urin eignet 
sich insbesondere zur Anreicherung von Zellen von 
Blasentumoren . 

Beispielsweise wird peripheres Blut durch Punktion einer 
Arterie, Vene oder Fingerkuppe dem Probanden entnommen und 
nach einem Anreicherungs- b Z w. Abreicherungsver f ahren, die in 
der Probe enthaltenen Tumorzellen in einen RNA-Lys ispu f f er 
der beispielsweise Harnstorf oder vorzugsweise Guanidinium 
isothiocyanat enthalt, UberfUhrt, urn eventuell vorhandene 
RNasen zu denaturieren und die Nukleinsauren aus den Zellen 
freizusetzen [siehe z. B. Chomczynski et al . ( 1987 ) Anal. 
Biochem. 162, 156]. Dxe Isolierung der Nukleinsauren aus dem 
stark salzhaltigen Medium des RNA-Lysispuf f ers kann 
beispielsweise mittels Siliciumdioxid-Partikel erfolgen, an 
die samtliche Nukleinsauren binden konnen [Boom et al . (1990) 
j Clin. Microbiol., 29, 495]. Danach werden die Partikel mit 
geeignetem Puffer mehrmals gewaschen und die gebundenen 
Nukleinsauren eluiert. Anschliefiend ist es vorteilhaft die in 
der Probe eventuell vorhandene genomische DNA mittels RNase- 
freier DNase in einem geeigneten Puffer zu hydrolysieren, 
damit bei der spateren Amplif izierung der fur dxe 
ka talytische Untereinheit der Telomerase kodierenden mRNA 
keine f alsch-positiven Ergebnisse bzw. ein zu grofies 
Hintergrundrauschen durch falsche Amplif izierungssignale 
aufgrund eventuell noch vorhandener DNA entstehen. 
Anschliefiend erfolgt in. allgemeinen eine Inaktivierung der 
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DNase beispielsweise durch Phenolextraktion und/oder 
Hitzedenaturierung. Vor oder vorzugsweise nach Behandlung der 
Probe mit DNase kann vorteilhaf terweise noch erne weitere 
Reinigung der in der Probe vorhandenen RNA beispielsweise 
mittels chromatographischer Methoden wie die lonenaustausch- 
Chromatographie vorzugsweise an Kieselgel erfolgen. 

Z ur Kontrolle, ob noch eventueli storende genomische DNA in 
der Probe vorhanden ist, kann anschlieBend eine 
^plifizierungsreaktion mit den unten beschriebenen 
Telomerase-spezifischen Oligonukleotid-Primern durchgefuhrt 
werden, wobei die in der Probe vorhandene RNA vorher nicht in 
cDNA durch eine reverse Transkriptionsreaktion umgeschneben 
wi rd. Nur fur den Fall, daB die Probe frei ist von 
Telomerase-spezifischer DNA erfolgt keine Amplication mit 
der Folge, daB keine amplif izierte DNA gemessen werden kann. 

AnschlieBend erfolgt eine Umschreibung der .. in der Probe 
vorhandenen RNA in cDNA in. allgemeinen mit Hilfe der reversen 
Transkriptionsreaktion z. B. mit der AMV reversen 
Transkriptase. Das Verfahren ist allgemein bekannt und 
beispielsweise bei Sambrook et \al . , Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, New York Cold Spring Harbor Laboratory, 
1989 beschrieben. In einer bevorzugten Aus f Uhrungs f orm der 
reversen Transkription kann auch eine thermostabile RNA- 
abhangige DNA Polymerase, wie in WO 90/07641 beschrieben, 
verwendet werden. Als Oligonukleotid-Primer fur die reverse 
Transkriptase eignen sich beispielsweise vorteilhaf terweise 
die unten beschriebenen Oligonukleotid-Primer oder Random 
Primer einer bestimmten Lange. 

Die anschlieflende Amplif izierung kann beispielsweise mit 
einer DNA-Polymerase z. B. nach der Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) durchgefuhrt werden (siehe z. B. U.S. Patente r. 

4,683,195; 4,683,202; 4,965,188) oder vorzugsweise mit einer 
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n der isothermalen 

RNA-Polymerase nach z- 

Nu kleinsaureseq U enz-basierenden Mpllf Nation ( NASBA) . In 
jedem Fall benotigt man fir die Amplifizierung spezxfxsche 
Oligonukleotid-Pri.er, die von der zu a.plifizrerenden 
N Jeinsaure abgeleitet sind. Bel der vorliegenden Srf.ndung 
kan „ ieder beliebige Sequenzabschnitt der fur dre 
katalytische Untereinheit der Telomerase kodierenden cDNA £ur 
die Synthese der Oligonuklectid-Prfner verwendet werden. 
Vorzugsweise sind die Oligonukleotid-Primer ca. 20 bis ca . 
40, vorzugsweise ca. 25 b.s 35 Nukleotide lang. Das 
^plitikationsprodukt 1st i« allgemeinen ca. 100 bis ca . 2000 
Base „, vorzugsweise ca. 200 bis ca. 1500 Basen, xnsbesondere 
ca 450 bis ca. 550 Basen lang. Bei den, ertindungsgemaflen 
verfahren s.nd .nsbesondere folgende Oligonukleotid-Prircer 
bevcrzugt, die aus der Sequenz gemafl Abb. 1 abgeleitet 



wurden : 



5- CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und/oder 
5 < GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3 ' ( hTRT2 ) , 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalten konnen. Der 
Oligonukleotid-Primer hTRTl entspricht dem 5'-Primer und 
hTRT2 dem 3 '-Primer. Das Amplif ikationsprodukt xst 513b P 
lang. Die Primer konnen beispielsweise synthetisch nach der 
Triestermethode hergestellt werden [Matteucci et al., (1981). 
j Chem. Soc, 103, 3185-3191 ]. Als DNA-Polymerase kann 

beispielsweise eine nicht-thermostabile DNA-Polymerase wxe 
die T4 DNA Polymerase, T7 DNA Polymerase, E. coli Polymerase 
I oder das Klenow Fragment von E. coli oder vorzugswexse exne 
thermostabile DNA-Polymerase wie die Taq-Polymerase (sxehe z. 
B. U.S. Patent Nr. 4,889,818) verwendet werden. 

D as allgemeine Prinzip der PCR-Reaktion besteht nun darin, 
da n wahrend mehrerer sich wiederholender Reaktionszyklen die 
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DNA hitzedenaturiert wird und in Anwesenheit geeigneter 
Oligonukleotid-Primer mit gegenseitiger Orientierung der 
Einzelstrang mit Hilfe der DNA-Polymerase zum Doppeistrang 
wieder erganzt wird. Danach wird der Zyklus wiederholt bis 
sich genugend DNA zur Quantif izierung nach einer der unten 
beschriebenen Methoden gebildet hat. Im allgemeinen sind ca. 
20 bis ca. 40 Zyklen, vorzugsweise ca. 30 bis ca. 35 Zyklen 
ausreichend . 

Bei der NASBA-Methode (auch 3SR-System genannt) wird 
zumindest ein Oligonukleotid-Primer, vorzugsweise hTRT2 
verwendet, dec exnen Promoter fur die RNA Polymerase, 
vorzugsweise fur die T7 RNA Polymerase enthalt [siehe z. B. 
Guatelli et al . (1990) Proc . Natl. Acad. Sci. USA, 87, 1874- 
1878 Oder Kievits et al. (1991), J. Virol. Methods, 35, 273- 
286]. Zuerst wird, wie oben bereits naher beschrieben, die 
RNA mit Hilfe eines der oben beschriebenen Oligonukleotid- 
Primer und einer reversen Transkriptase , vorzugsweise der AMV 
reversen Transkriptase, in cDNA umgeschrieben . Das 
Reaktionsprodukt ist ein RNA : DNA-Doppels trang , dessen RNA- 
Komponente anschlieflend mittels einer RNase, vorzugsweise der 
RNase H, zu einem DNA-Einzelstrang abgebaut wird. Unter 
Verwendung eines der oben beschriebenen Oligonukleotid-Primer 
wird der DNA-Einzelstrang mittels einer DNA Polymerase zum 
DNA-Doppelstrang erganzt. Als DNA Polymerase eignet sich 
vorzugsweise wiederum die AMV reverse Transkriptase, da diese 
Transkriptase nicht nur eine RNA-abhangige DNA 
Polymeraseaktivitat, sondern auch eine DNA-abhangige DNA 
Polymeraseaktivitat besitzt. Das Reaktionsprodukt ist ein 
DNA-Doppelstrang, der den Promotor fur z. B. die T7 RNA 
Polymerase enthalt. Anschlieflend synthetisiert die RNA 
Polymerase wieder einen sogenannten "antisense; RNA-Strang 
und der Zyklus kann von neuem beginnen. Im allgemeinen sind 
ca. 20 bis ca. 40 Zyklen, vorzugsweise ca. 30 bis ca. 35 
Zyklen ausreichend, urn genugend Amplif ikationsprodukt , 
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oMA fur die anschliefiende 
vorzugsweise "antisense" RNA, tur 

Quantif izierung zu liefern. 

Fiir die Quantifizierung der Ampimkationsprodukte konnen 
beispieisweise .it interkaUerenden 

nuoreszenzfarbstoffen «i. beispieisweise Ethid^bro^d 
gefarbt und direkt z. B. in eine. Agarose- Oder 
Polyacryla m idgel unter ultravioietten, Ucht sichtbar ge.acht 
und quantif iziert werden. 

Da die zu quantifizierenden Amplif ikationsprodukte jedoch nur 
dann in direkter Korrelation zu der exngesetzten Menge RNA 
stehen, wenn sich die Amplif ikations-Reaktion in exner 
linearen Phase befindet, ist es zu, Zwecke der 
Quantifizierung notwendig, den Reaktionsverlauf der 
Amplifizierung zu messen. Dazu mussen die Reaktionsprodukte 
nach jedem Zyklus der Amplif izxerung gemessen werden, wobex 
anhand des Reaktionsverlauf s der lineare Bereich bestxmmt 
wird , in welchem dann mit hinreichender Sicherheit ^eine 
Quantifizierung vorgenommen werden kann. Es ist sorait 
vorteilhaft, wenn die Amplif ikationsprodukte bereits wahrend 
der Amplifizierung markxert (werden, und die Kinetik der 
Amplication kontinuierlich schon wahrend ^des 
Amplif ikationsvorganges gemessen wird. Dies wir 
beispieisweise bei der TaqMan™-PCR (Hoffmann-La Roche) mit 
Hilfe einer fur das Amplif ikationsprodukt spezifischen Sonde 
durchgefuhrt. Die Sonde ist an ihrem 3'- und 5'-Ende mxt 
unterschiedlichen Fluoreszenzf arbstof fen ("Reporter" und 
•■Quencher") markiert und liegt wahrend der gesamten PCR i» 
Reaktionsgefafi vor. Bedingt durch die - 
Exonukleaseaktivitat der zur Amplifizierung verwendeten DNA- 
Polymerase (AmpiTaq™, Hof fmann-LaRoche ) wird wahrend der 
Verlangerung des DNA-Tochterstranges die Sonde hydrolysiert 
und dabei der Quencher vom Reporter getrennt . Dadurch wird 
der Quencheffekt aufgehoben und die vom "Reporter" emxttxerte 
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charakteristische Fluoreszenz kann gemessen werden. Die 
mtensitat dieser Fluoreszenz- 1st direkt proportxonal zu den 
PCR-Produkten, dxe pro Synthese-Zyklus amplifiziert wurden. 

Als Markierungen eignen sich beispielsweise auch radioaktive 
Markierungen, Biotinmarkierungen, Fluoreszenz- Oder 
E lektrochemolun,ineszenz(ECL)markierungen. Die Markxerungen 
tra gen in der Kegel die Nukleotide als Ausgangsstof f e fur die 
A.plifizierung durch die DNA- oder RNA-Polymerase Dxe 
radioaktiv markierten Amplif ikationsprodukte (z. B. PCR- Oder 
NASBA-Produkte) konnen durch Messung der Radioaktivxtat die 
Biotin-markierten Amplif ikat xonsprodukte uber einen Avxdxn- 
oder streptavidin-tragenden Farbstoff, ie 

fluoreszenzmarkierten Amplifikatxonsprodukte mit exnem 
Fluorometer and die elektrochemolumineszenz-markxerten 
Amplifikationsprodukte mit einem ECL-Detektor nachgewxesen 
werden. Die am meisten bevorzugte Nachweismethode xst jedocn 
die automatische in vitro Hybridisierung, z.B. wie bex der 
TaqMan™-PCR, schon wahrend des Amplif ikationsvorganges . 

im Unterschied zur "Echt-Zeit ■ -Quantif izierung von PCR- 
Produkten wie bei der TaqMan™-PCR 1st es auch moglich PCR- 
Produkte mit Hilfe von Verdunnungsreihen zu quantxf xz xeren . 
Dabei wird die RNA bzw. die entsprechende cDNA xn 
verschiedenen Verdunnungsstuf en exngesetzt. Dadurch erhalt 

u • »Frhi--7eit"-0uantif izierung exne 

man ahnlich wxe bex der Ecnt-^ext yua 

sigmoidale Reaktionskinetik bei der wiederum im Ixnearen 
Bereich die Amplif ikationsprodukte proportxonal zum 
Ausgangsmaterial vorliegen. Der Nachweis der PCR-Produkte 
wird mit Hilfe von Fluoreszenzf arbstof f-markierten oder 
radioaktiv-markierten Desoxynukleotiden durchgefuhrt , dxe von 
der DNA-Polymerase wahrend der Amplif izierung dxrekt xn dxe 
PCR-Produkte eingebaut werden. Desweiteiren werden 
Oligonukleotide (sog. Primer, die bei der PCR zur 
initialisierung der Synthese des Tochterstranges notwendxg 
sind und nach der PCR in alien Amplif ikationsprodukten am 5 - 
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und 3'-Ende der DNA eingebaut vorliegen) mit bestimmten 
Molekulen markiert (beispielsweise Biotin) , um die 
Arnplifikationsprodukte nach der PGR mit HUfe von 

spezifischen Antikorpern oder Streptavidin zu immobilisieren. 
Diese Immobilisierung kann beispielsweise in einer 
Mikrotiterplatte erfolgen, in der dann mit Hilfe einer 
Molekiil-markierten spezifischen Sonde, die an die 
Amplifikationsprodukte hybndis iert , und eines Enzym- 
g eko P pelten (beispielsweise einer Peroxidase) Ahtikorpers 
aegen das Markermolekul der Sonde eine Farbreaktion erfolgt 
OiLe Farbreaktion laflt sich anschlieBend photometnsch 



erf assen 



Das Oligonukleotid fur einen Nachweis durch die in vitro 
Hybridisierung tragt im allgemeinen die oben beschriebenen 
Markierungen, wobei in Verbindung mit der NASBA- 
Arcplifizierungsmethode die Hybridisierungsprobe eine 
Elektrochemolumineszenzmarkierung, vorzugsweise 
Tris f 2 , 2-bipyridin ] ruthenium[ II ] -Komplexmarkierung tragen 

. ,1 ,10041 j Virol. Methods, 
kann [siehe z. B . van Gemen et al. (1994), J. 

49, 157-168]. 

I 

Eine genaue und sensitive Quantif izierung der 
A.plifikationsprodukte kann vorteilhaf terweise auch dadurch 
erreicht werden, dafi eine bestimmte Menge von emer oder 
mehreren bekannten Nukleinsauren (Standard-Nukleinsauren) co- 
amplifiziert wird [siehe z. B. van Gemen et al. ( 1993) J. 
Virol. Methods, 43, 177-188]- Hierbei wird zu den unbekann en 
Mengen der zu untersuchenden Probe eine unterschiedliche, 
jedoch genau bekannte Menge der co-amplif izierenden Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren beispielsweise in Form einer 
Verdiinnungsreihe hinzugegeben und die Amplif ikationsprodukte 
der Probe und einer oder mehrerer co-amplif izierender 
Standard-Nukleinsauren in unabhangigen Ansatzen quantitativ 
bestimmt. Ein Vergleich der Meflergebnisse ergibt die Menge 
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der zu bestimmenden fur die katalytische Untereinheit der 
Telomerase kodierenden mRNA in der Probe. 

Vorteiihafterweise wird die co-amplif izierende Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren mit demselben 

Oligonukleotid-Primer ampiifiziert wie die zu untersuchende 
Probe and die Aroplif ikationsprodukte haben auch im 
wesentlichen die gleiche Lange . Besonders bevorzugt haben die 
co-am P lifizierenden Nukleinsauren dxeselbe Sequenz wie das 
^plifikationsprodukt der zu bestxmmenden Probe mit Ausnahme 
von ca. 20 Nukleinsauren zwischen den Oligonukleotid-Prxmer- 
Bindungsstellen, die eine wil Ikiirliche , jedoch bekannte 
Sequenz tragen. Dadurch konnen das zu bestimmende 
Amplifikationsprodukt in der Probe von den, co- 
amplif izierenden Amplifikationsp.rodukt beispielswexse uber 
eine Hybridisierung, wie z. B. bei Sambrook et al. (supra) 
naher beschrieben, mit entsprechend komplementaren markxerten 
Oligonukleotiden unabhangig voneinander quantif iziert werden. 
insbesondere ist es vorteilhaft, wenn mehrere, vorzugswexse 
drei, verschiedene co-amplif izierende Nukleinsauren xn 
unterschiedlichen Konzentrationen der Probe zugesetzt werden, 
da hierdurch die Zahl der sonst einzeln durchzuf uhrenden 
Amplif izierungsreaktionen reduziert werden kann [sxehe van 
Gemen et al . (1994) J. Virol. Methods 49, 157-168]. Es xst 
auch insbesondere bevorzugt, die co-amplif izierenden 
Nukleinsauren bereits zu dem oben beschriebenen RNA- 
Lysispuffer hinzuzugeben, da hierdurch der Einflufl moglxcher 
Nukleinsaureverluste bei der nachf olgenden Aufarbeitung der 
Probe ausgeschlossen werden kann. 

A ls co-amplifizierende Standard-Nukleinsauren gemafi der 
vorliegenden Erfindung eignen sich vorteiihafterweise RNA- 
Einzelstrang-Sequenzen, die durch in vitro Transkriptxon 
beispielsweise mit der S P 6 oder T7 RNA Polymerase von 
Konstrukten hergestellt werden, die DNA oder cDNA der zu 
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einem 



amplifizierenden Probe enthalten und die jeweils mit 
randomisierten Sequenzaustausch von beispielsweise ca. 10 bis 
ca. 30, vorzugsweise ca. 20 Nukieotiden ausgestattet sind. 



einem 



Die Konstrukte bestehen bevorzugterweise aus 
Transkriptionsvektor mit einer Bindungsstelle fur die Sp6 
Oder T7 RNA Polymerase zwischen einer sogenannten "Multiple 
Cloning Site", in welcher die DNA oder cDNA der zu 
amplifizierenden Probe klomert worden ist. Durch eine 
selektive Hydrolyse mit Restrikt ionsendonukleasen , 

mit . zwe i verschiedenen 

vorzugsweise mit ' WB1 

Restriktionsendonukleasen, kann die klonierte Sequenz 
geoffnet und ein Stuck einer bestimmten Lange 
herausgeschnitten und durch ein gleich langes Stuck 
beispielsweise mit Hilfe der T4 Ligase ersetzt werden. Das 
klonierte Stuck kann einen Sequenzaustausch beliebiger Lange, 
beispielsweise ca. 10 bis ca. 30, vorzugsweise ca . 20 
Nukleinsauren enthalten und liegt vorzugsweise zwischen den 
Oligonukleotid-Primer-Bindungsstellen. Diesen Vorgang kann 
m an wiederholen, urn an gleicher Stelle Insertionen mit 
anderen Nukleinsaure-Sequenzen vorzunehmen. Lassen sich keine 
geeigneten Schnittstellen finden, z. B. well auch im Vektor 
geschnitten wird, mussen kiinstliche Schnittstellen geschaf fen 
werden. Dies kann beispielsweise mittels rekombinanter PCR 
geschehen, die im wesentlichen bei Higuchi et al. [Higuchi, 
R. (1988). Nucleic Acid Res 16: 7351-7367; Higuchi, R. 
(1990). M. Innis A. et al . eds . San Diego, New York, Berkley, 
Boston, London, Sydney, Tokyo, Toronto, Academic Press, Inc. 
177-183] und im experimented Teil der vorliegenden 
Erfindung beschrieben ist. 

Eine bevorzugte Verwendung im Rahmen der Erfindung finden in 
vitro transkribierte RNA-Einzelstrang-Sequenzen von 
Konstrukten, welche 



WO 99/40221 



PCT/EP99/00716 



a) die gesamte cDNA entsprechend der fur die ^t.lyt.sch. 
oLr.inh.it der .enschlxchen Teio.er.se kodierenden 

enthalten und 

b) in welchen ein randomxsierter Sequenzaustausch von ca. 20 
Nukleotiden eingefiihrt worden ist. 

na sich die Standard-Nuklexnsauren (beispielsweise hTRTKa, 
hTRTKb und hTRTKc ) untereinander und von der Wildtyp-Sequenz 
beispielsweise nur durch eine rando.isierte und bekannte 20 
Basenpaar iange Sequenz unterscheiden, konnen dxe 
Arcplifikationsprodukte der Standard-Nukleinsauren und der 
Wildtyp-Sequenz durch komplementare Bindung von markxerten 
Oligonukleotiden in vier getrennten Ansatzen nachgewxesen 
we r den . 

tm Nachvexs der a.plif izxerten -antxsense" RNA, werden die 
entsprechenden reverse komplementaren Sequenzen verwendet. 

Danach werden die individuellen Arcplif ikationsmengen von de. 
Wildtyp- und den Standard-Nukleinsauren besting. Im 
Vergleich zu den unterschiedlichen Mplif xkationsmengen der 
Standard-Nukleinsauren bei bekannter Ausgangsmenge ( z . 
hTRTKa ; lO*. hTRTKb : 10" und hTRTKc : 10« Molekiile) lalit sxch 
die unbekannte Ausgangsaenge der Wildtypsequenz errectmen. 
Da raus laflt sich dann auf die Anzahl der Metastasen pro 
abgenommener Korperf liissigkeit schlielien. 

Als interne positive Kontrolle des verfahrens . und der zu 
untersuchenden Probe kann zusatzlich eine N uk exnsaure 
a.nplifiziert und nachgewiesen werden, die i- allgen,exne„ 
im »er in einer Korperf lussigkeit vorko™,t. Als 
Mukleinsauren sind beispielsweise die m R»A kodierend fur B- 
Globin Oder £Ur die Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase 
(GAPDH) zu nennen (siehe z. B. GB 2 260 811), die i-er xn 
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den Zellen der Korperf liissigkeit vorkommen. Geeignete 
Oligonukleotid-Primer fur die humane ft-Globin mRNA sind 
beispielsweise Primer mit den Sequenzen: 

5' ACCCAGAGGT TCTTTGAGTC 3' (Glob 1) und 
5' TCTGATAGGC AGCCTGCACT 3' (Glob 2). 

Weitere interne positive Kontrollen des Verfahrens und der zu 
untersuchenden Probe kdnnen zusatzlich zellspezifische 
Nuklemsauren, wie fl-Aktin mRNA, mit den Primern (Nakajima- 
Iiji, S., Hamada, H., Reddy, P., Kakanuga, T. (1985): 
Molecular structure of the cytoplasmatic fi-actin gene: 
Interspezies homology of sequences in the introns . Proc Natl 
Acad Sci USA 82, 6133-7): 

5' GATGATGATATCGCCGCGCTCGTC 3' (Act 1) 

5' CTCAAACATGATCTGGGTCATCTTC 3' (Act 2) 

Oder T-Zell spezifische Nukleinsauren, wie die mRNA des T- 
Zell-Rezeptors, mit den Primern (Toyonaga, B., Yoshikai, ' 
Vadasz, V., Chin, B. f Mak, T.W. (1985): Organization and 
sequences of the diversity, joining, and constant region of 
the human T-cell receptor ft chain. Proc Natl Acad Sci USA 82, 
8624-8): 

5' GAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAG 3' (TCR 1) 
5' GATCTCATAGAGGATGGTGGCAGACAG 3' (TCR 2) 



sem . 

Die Oligonukleotid-Primer kdnnen gegebenenf alls zusatzlich 
eine Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalten. 

Zur Vermeidung bzw. Reduzierung falsch positiver Ergebnisse 
bzw. des sogenannten Hintergrundrauschens , das durch 
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eventuell vorhandene Telomeraseaktivitaten von Nicht- 
Tumorzellen verursacht wird, wird die zu untersuchende Probe 
erfindungsgemafi zunachst einem Verfahren zur An- oder 
Abreicherung von Tumorzellen unterzogen. Hierzu ist es 
vorteilhaft, die entnommene Korperf lussigkext in 
entsprechenden Verfahren entweder auf zureinigen oder zu 

, , . . Hi a fiir die kontaminierenden 

Konditionen zu kultivieren, die tur aie 

Telomerase-positiven Nicht-Tumorzellen ungunstig, jedoch fur 
die vorhandenen Tumorzellen gunstig sind. 

in, Falle der Aufreinigung sollen insbesondere aus der zu 
untersuchenden Probe Stammzellen und/oder aktivierte 
inununzellen abgereichert oder Tumorzellen angereichert 
werden. Da in der Regel die einzelnen Zellen spezifische 
Oberflachenmarker besitzen ist eine Abtrennung oder 
Anreicherung der Zellen uber die Immunabsorption besonders 
vorteilhaft. Als Methoden eignen sich beispielsweise die 
m agnetische (MACS) oder die f luoreszenzakt ivierte ( FACS ) 
Zellsortierung [siehe z. B . Gottlinger * Radbruch (1993) mta. 
8 530-536, No. 5]. So konnen hamatopoetische Stammzellen 
beispielsweise uber ihren Oberflachenmarker CD34 mittels MACS 
von der Blutprobe abgetrennt werden [Kato 6 Radbrifh (1993) 
Cytometry, 14, 384-392]. B-Zellen lassen sich beispielsweise 
uber ihre Oberflachenmarker CD10, CD19 und/oder CD20 und T- 
Zellen uber CD45RA und/oder CD7 abtrennen. Tumorzellen konnen 
liber ihre spezifischen Tumormarker, z. B. CEA, angereichert 
werden. Neben MACS oder FACS eignen sich auch besonders an 
sogenannte kauflich erhaltliche Magnetbeads (». B. Dynabeads 
M 450, Dynal Corp.) gebundene Antikorper gegen die 
spezifischen Oberflachenmarker zur Abreicherung oder 
Anreicherung der entsprechenden Zellen. 

Die isolierung- mononuklearer Zellen kann nach folgenden 
Methoden erfolgen: 
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spezlfische Lyse der Erythrozyten (Bsp. 

Ammoniumchlorid/hypertonischer Schock), 

spezifxsche Lyse mononukiearer Blutzellen <Bsp. L-Leucy -L- 
L eucine- M ethylester fur Monozyten and zytotoxische »•"•">' 
negativ/positiv Selection -itt.1. spez^sher 

rn & a 34 etc.; positiv: 
Oberflachenmarker (Bsp. negativ: CD 4, 8, -34 

Ber-EP4, AUA1 , CEA) , 

Oichtegradrenten-Sentrifugation euploider vs. aneuploxder 

Zellen oder 

Dlch tegradienten- Z entrifugation vcn mononuklearen kernlosen 
Zellen (Bsp. Ficoll) . 

In den 60er- und 70.r-J.hr«. .1. Methoden wie beispielsweise 
FACS Oder MACS noch nicht zur Verfugung standen, wurden 
Tumorzellen von hamatopoetischen Zelien aufgrund rhrer 
unterschiedlichen Dichte getrennt (J. A. Fleming et 
cli». Path. ,1967). 20, 145,. Entsprechend dieser Da en 
besitzen Tumorzellen eine spezlfische Dichte von 1,040-1,080, 
wahrend Erythrozyten und polymorphnukleare Leukozyten erne 
nohere Dicnte aufweisen. Lymphozyten weisen hingegen erne 
spezifische Dichte im Bereich von 1,060-1,075 auf und 
Uberschneiden f i=h somit mit der spezifischen Dichte von 
Tumorzellen. L vollstandige Abtrennung der = 
Telomerase-aktiven Lymphozyten von den Tumorzellen uber deren 
Dichteunterschiede sollte somit nicht moglich sein. So zeigte 
auch die verwendung einer Standardising zur Isolierung von 
Lynphozyten, wie z.B. Histoprep' .it einer Dichte von 1,077 
g/ml, daB Lymphozyten von gesunden Blutspendern -it exner 
Dichi. von bis zu 1.077 ,/ml eine Telomerase-Akt.vxtat 
aufweisen. 

Fii r eine besonders bevorzugte AusfUhrungsf orm des 
erfindungsgemaBen verfahrens wurde nun gefunden, daB dxe 
Anreicherung der Tumorzellen dadurch erfolgen kann, daB man 
ein zellseparationsmedium mit einer Dichte im Bere.ch von 
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1,055 bis < 1,070 g/ml mit der Korperf lussigkeit , die die 
Tumorzellen enthalt, uberschichtet und zentri f ugiert . Durch 
die Verwendung des speziellen Zellseparationsmediums werden 
die in der Korperf liiss igkeit vorhandenen Zellen so 
aufgetrennt, dafi die aufgrund ihrer Dichte zusammen mit den 
Tumorzellen angereicherten Lymphozyten keine Telomerase- 
Aktivitat aufweisen. 

Das Anreicherungsverfahren verwendet ein 

Zellseparationsmedium als diskontinuierlichen Gradienten, das 
mit der Korperf lussigkeit uberschichtet wird. Durch 
Zentrifugation werden die Zellen ihrer spezifischen 
Zelldichte nach aufgetrennt und konnen in einzelnen 
Fraktionen abgenommen werden. Der spezifische Dichtegrad des 
Zellseparationsmediums erlaubt eine fast vollkommene Trennung 
von Tumorzellen von den in den Korperf liissigkeiten 
befindlichen korpuskularen Anteilen, speziell den Zellen des 
roten und weiflen Blutsystems . Daruber hinaus erlaubt es das 
Verfahren, Telomerase-positive von Telomerase-negativen 
hamatopoetischen Zellen zu trennen, wobei sich die 
angereicherten Tumorzellen nach der Zentrifugation in der 
gleichen Fraktion befinden wie die Telomerase-negativen 
hamatopoetischen Zellen, so dafi eine anschlieBend 
nachgewiesene Telomerase-Expression in dieser Fraktion 
zweifelsfrei auf vorhandene Tumorzellen zuruckgef iihrt werden 
kann. 

Uberraschend ist auch, daB durch die gegeniiber dem Stand der 
Technik nur geringfugige Verringerung der Dichte des 
Zellseparationsmediums eine erhebliche Reduzierung der 
kontaminierenden Blutzellen erreicht wird. Dadurch wird die 
Gesamt-Zellzahl signifikant verringert, ohne da/3 signifikante 
Verluste an Tumorzellen auftreten, wodurch z.B. das Screening 
von mikroskopischen Praparaten erheblich vereinfacht und 
klinischen Mafistab erst moglich wird. 



im 



WO 99/40221 



PCT/EP99/00716 



Es wurde getunden, dan eine besonders gute Trennleistung mx 
"in- ieussp-tions-ediu, einer Dichte x. Berexc von 
"mO-1,067 ,/-!, bevorzugter von 1,060-1,065 ,/-! und 
besonders bevorzugt von etwa 1,065 g/ml erzielt wird. 

Oxe Zentrifugation wird vorteilhaft bei ca. 1.000 x, I uber 
ca 30 Hinuten durchgef uhrt . Die Temperatur wahrend der 
Zentrixugation betragt vorzugsweise ca. 4-C. Insbesondere ha 
Is Lu als vorteilhaft erwiesen, wenn die Zentrifugatxon .xt 
langsamer Beschleunigung und ohne Bremsen durchgefuhrt wxrd. 
damit das zellseparationsmedium und die M rp.r(lu..^t^u 
Beginn der zentrifugatxon bzw. die Fraktionen a. Ende 
Zentrifugation nicht miteinander vermischt werden. 

Al. Zellseparationsmedium laBt sich U Prinzip jede geeignete 
Flussxgkext gewiinschter Dichte verwenden. Das 
Z ellS e P arationsmedium soUte nicht mit der KSrperf 1». x, e 
od er den darin enthaltenen Zellen reagieren. Vort.xlh.ft kann 
be is P ielswexse Ficoll Oder Percoll verwendet werden, wobex 
die Lungen ieweils nach Anweisungen des Herstellers au d 
g e„unschte Dichte gebracht werden. Beispielsweise berecnne 

ich die «enge der zu verdunnenden -r^ 1 " 5 "™ 1 " 
einer Dichte von 1.13 g/ml. die zur Herstellung von 100 m 
einer Percoll-Arbeitslosung gewunschter Dichte (dd) benotigt 
wird, nach der Formel: 

100 ml x (dd - 0,106 - 0,9)/0,13. 

* ^^.vit-^r- nirhte bestehen 
10% der Percoll-Arbeitslosung gewunschter Dichte 

lm »er aus einer l.S « Kad-Losung. urn eine 
Osmolaritat zu gewihrleisten. Die Differenz zwischen der n ch 
der vorstehenden Formel berechneten Menge an Percol- 
Sta^losun, (Dichte 1,13 g/ml) und der SaUldsung zu 100 
wird dann mit Wasser aufgefullt. 
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Damit lUt sich eine Percoil-Arbeitslosung mit einer Dlcht. 
von 1,060 g/ml beispielsweise wie folgt herstellen: 

41 , 54 „i der Percoll-Stammlosung (Dichte von 1,13 g/ml) 

48,46 ml H 2 0 

ifl.OO ml 1 M "'CI 

100,00 ml Percoll-Arbeitsldsung, dd 1,060 g/ml 

Oie angegebenen Dxcnten beziehen sich auf eine Temperatur von 

20 . c Vorteilhaft warden die Arbeitslosungen be, 

Lmtemperatur nergestellt und berspielsweise .it HiU. von 
Marker-Beads einer definierten Dichte Uberpruft. 

„enn peripheres Blut als Korperflussigkeit ^ 

wird ^ vor. r . ™ 

^"t ioniums -« einem verdUnnungsmittel verd.nn, 
W. gerinnungshemmende Substanzen werden bevorzugt EDTA Oder 
Citrat eingesetzt, ais verdunnungsmedium eignet .i=h 
, b eispielsweise PBS . Daa Blut wird vorzugswerse u. Verbal nxs 
'von ca. 1=1 verdUnnt. Als periphery Blur eignet sich venoses 
Oder arterielles Blut. 

Dle zu untersuohende Kbrperf liissigkeit wird fur die 
Leicnerun, der Tumorzeilen entsprecnend gangrger 
S anoardprotoRolle entnommen bz„. gesammelt. In Abhangigkert 
der Art der Korperf iussigkeit wird diese dann entweder 
zunachst mit einem VerdUnnungsmittel, bevorzugt einem Puffer 
V erdunnt Oder direct unverdunnt in einem 

ab er das Zellseparationsmedium geschichtet. Alternate kann 
die Korperf liissigkeit zuvor bei beispielsweise 1.000 x g fur 
„. 10 Min. zentrifugiert und nach Resuspension der " 
einem Puffer Uber das zellseparationsmedium gesc : rcbt 
werden. Der bevorzugt verwendete Puffer 1st Dulbecco PBS. 
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ZentrifugationsgefaB eignet"' sich ^^'Z 
silikonisiertes ZentrifugatronsgefaB bevorzugt aus K un tstof 
.it einer Kapazitat von beispielsweise 1-500 .1. Da S 
ZentrifugationsgefaB sollte verschlieflbar sein. 

I„ einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des 
Anreicherungsverfahrens warden der Korperfliissigkeit vor de* 
Oberschichten eine Oder „ehrere Substanzen zugegeben die 
eine Aggregation von Threaten an Tu.orzellen vender n. 
Diese Substanzen konnen zun, Beispiel -it *- «|« 
Verdiinnungsmittel verwendeten Puffer zugesetzt werden. Als 
Substanzen. die eine unerwunschte Aggregation von 
Thrombozyten an Tu.orzellen verhindern, eignen 
beispielsweise EDTA, Citrat und ACD-A (acid citrate 
dextrose). Zusatzlich Oder statt dessen- kann die 

j iihor-srhichten von Substanzen 
Korperfliissigkeit vor dem UberschiChten 

befreit werden, die eine Aggregation von Thro.bozy en an 
T un,orzellen fordern. Hierbei handelt es sich beispielsweise 
urn ionen wie Magnesium- und Calciumionen . 

I. ZentrifugationsgefaB wird das Zellse P arations m ediu,n, das 
eine hohere Dichte als die zu untersuchende Korperf iussrgkeit 
aufweist. vorgelegt, und anschlieflend -It de 
KSrperflussigkeit iiberschichtet . Je nach GroBe de 
ZentrifugationsgefaBes und de. Volumen der Korperfliissigkeit 
au s der die Tumorzellen angereichert werden sollen, kann das 
Zellseparationsmedium beispielsweise «it einem Volumen von 1- 
250 ml vorgelegt werden. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn das 
untere Viertel des ZentrifugationsgefaBes nach der 
zentrifugation und vor der Ab„ah»e der 

angereicherten Interphase kurzzeitig stark abgekuhlt wird u„ 
Zell-Kontaminationen zu verhindern. Beispielsweise konnen die 
iM ZeUpellet befindlichen Erythrozyten und Leucozyten 
dadurch imnobilisiert werden, dan das untere Viertel des 
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ZentrifugationsgefaAes fur 5-10 Minuten in »"»^ 
Stickstoff stark abgekuhlt wird. Als Interphase wrrd 
Lliegend der tibergang zwischen den, Zellseparat.ons.edi. 
und der dariiberliegenden Korperf lussigkeit bezeichnet. In 
dieser mterphase reichern sicn die Tu m orzellen an und warden 
nach der Zentrifugatlon beisp.elswe.se durch Absaugen d.eser 

„ i. starke Abkiihlen des 

p has e gesammelt. Durch das starKe 

ZentrifugationsgefaBes wird ein Vern,ischen der Zellen aus den 
"rscJenen Phasen verhindert, wodurch Ealsch-pos.trve 
Testergebnisse ausgeschlossen werden konnen. 

Um einen n,oglichst einfachen Ablaut der Arbeiten zu sichern, 
kann die Zentrifugatlon in einen, GefaB durchgefuhrt werden, 
das durch eine porbse Barriere, einen Filter Oder ein S.eb, 
nachfolgend porose Barriere Oder Barriere genannt, m exn 
oberes und ein unteres Kompartiment geteilt ist, wobe. das 
zel lsuspensions„,ediun, in, unteren Kon,parti»,ent vorgelegt und 
die Korperf lilssigkeit in das obere Kcnpartin,ent -ngebracht 
wird Hierdurch wird ein Verrcischen der zu untersuchenden 
Korperflussigkeit in, oberen Kon,partin,ent n,rt den, 
Z ellseparations m edium in, unteren Kompartiment vor und nach 
den, Zentrifugationsschijitt vermieden. 

Oie Position der porosen Barriere in den, zentrifugat.onsgef a« 
k ann dabei so gewahlt werden, da. der Flussigkeitsspiegel 
Zellseparationsmediums entweder genau unterhalb, genau 
innerhalb Oder genau oberhalb der porosen Barriere zu Uegen 
konunt . 

Die porose Barriere kann beispielsweise eine Dicke von 1-10 
«, vorzugsweise ca. 5 » aufweisen. Die P or6se ' J.™ 
sollte dariiber hinaus eine Festigkeit aufweisen, die es 
erlaubt den Zentrif ugationskraf ten unbeschadet Stand zu 



halten. 
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Eine bevorzugte Verwendung finden Barrieren mit einer porosen 
Beschaffenheit, die es erlaubt, dafi bei der Zentrifugat.cn 
Fliissigkeit sowie die korpuskularen Bestandteiie des Blutes, 
wie die Zellen des roten und weifien Blutsystems , nicht aber 
die Tumorzellen die porose Barriere ungehindert passieren 
konnen. Dies hat zur Folge, daJ3 das zellseparationsmedium 
wahrend der Zentrif ugation durch die porose Membran in das 
obere Kompartiment gedrangt wird und die Tumorzellen und 
Thrombozyten auf einer Ebene oberhalb der Barriere zu liegen 
kommen. Hierzu eignen sich insbesondere porose Barneren mit 
einer Porengrofle von 20-100 urn, vorzugsweise 20-30 um. 

Die porose Barriere kann aus jedem geeigneten Material 
bestehen. Beispieisweise eignen sich Kunststoff, Metall, 
Keramik Oder eine Mischung oder spezielle Legierung dieser 
Stoffe. Es kann aber auch jedes andere natiirliche oder 
kiinstliche, geeignete Material eingesetzt werden. 

in einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form besteht die 
porose Barriere aus einem hydrophoben Material oder ist mit 
einem hydrophoben Material beschichtet. 

Mit Hilfe der porosen Barriere kann die zu untersuchende 
Korperflussigkeit in das Zentrif ugationsgef art gefullt werden, 
ohne da/5 sie sich mit dem darunterliegenden 
Zellseparationsmedium vermischt und somit die Anreicherung 
beeintrachtigen oder unmoglich machen kann. 

Nach der Zentrif ugation befinden sich die in der 
Korperflussigkeit vorhandenen Tumorzellen in der Interphase 
des oberen Kompartiments des Zentrif ugationsgef a/les . Die 
Fliissigkeit oberhalb der Interphase kann dann zu etwa 80% 
vorsichtig abgesaugt und verworfen werden. Bei dieser 
Restfliissigkeit handelt es sich beispieisweise bei der 
Verwendung von Blut als Korperflussigkeit urn ein Plasma/PBS- 
Gemisch, das die Serumproteine enthalt. 
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Der verbleibende Uberstand oberhalb der Barriere, in dem sxch 
di e Tumorzellen befinden, kann anschlieflend gesammelt und 
beispielsweise in ein frxsches Zentrxf ugatxonsgef a* 
(vorzugsweise aus silikonxsxertem Kunststoff and mit der 
gleichen Volumenkapazitat wxe das zuvor verwendete 
ZentrifugationsgefaB) uberfiihrt werden. Die porose Barrxere 
verhindert bei der Entnahme des verbleibenden Uberstands exn 
Vermischen der Zellen des oberen und des unteren 
Kompartiments . 

Vorteilhaft wird anschlieflend das obere Kompartxment des 
Zentrifugationsgefafles beispielswexse zwexmal mxt exnem 
Puffer nachgewaschen und dieser wird ebenfalls in das frxsche 
ZentrifugationsgefaB Uberfiihrt. Als Puffer eignen sxch 
beispielsweise Dulbeccos PBS (3,9 mM EDTA , P H 8 , 0 ohne 
Calcium und Magnesium) oder NaCl/10% ACD-A (Guxdlines for the 
collection, processing and storage of human bone .arrow and 
peripheral stem cells for transplantation, prepared by the 
BCSH Blood Transufsion Task. Transfus. Med. 1994; 4: 165-72) 
Oder NaCl/5% ACD-A/1% Albumin). Nach einer wexteren 
Zentrifugation beispielsweise bex 1.000 x g uber ca. 10 Mxn. 
bei einer Temperatur von ca. 4°C konnen die gesammelten 
Zellen beispielsweise den Tumorzellnachweismethoden zugefuhrt 

werden- 

m den nach der Zentrifugation die Tumorzellen enthaltenden 
Zellring an der Interphase zwischen Zellseparationsmedium und 

£1 .. . .... f ,, r die Entnahme aus dem 

Kdrperf lussxgkext fur Qie 

ZentrifugationsgefaB besser sichtbar zu machen, hat es sxcn 
als vorteilhaft erwiesen, dem Zellseparationsmedium exnen 
Farbstoff zuzugeben . Beispielsweise konnen zu 100 ml exner 

• c o, rn rvnan Blau-Losung 

Percoll-Arbeitslosung 80 ul exner 5< Trypan 

zugegeben werden. 
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Bei verwendun, eines Zentrlf ugationsgefafles -it poroser 
riere wird nacb Entna^e der Uberstehenden ^ft" dr 
oberhalb der Interphase jedoch bevorzugt nrcht our d e 
nt erphase sondern die gesa.te verbliebene Flussr gk e 
Jib der P or5sen Barriere entno.en, nicht -xl « 
zwi schen Interphase und porSser Barriere noc , wa.tere e 
befi ndan, sondern „eil durch die AUnahne dre - *1 9 
enthaltenen Zellen leicht durchmischt warden *onn.n * 
jellan aus den, obaren Kon,partiment zu verlreren wxrd dxeses 
vorteilhaft noch zwein,al .it Puffer <z.B. PBS) gewasohen. 

Kit da™ A nreicherungssohritt *5nnen zirRuiiarenda Tumorzellen 
" d insbesondere zir.uUerende T-.eUen von so U 
T „, d.h. .on nicht-h^atologischen Tu.oren, angary h 
werd en Oder hamatologiscne Tu.orzellen, d.h. Tumorzellen 
roten und weiilen Blutsystems. 

„it den, Anreicherungsverfahren Mnnan Tu.orzallan aufgrund 
ih rer unterschiedUchen Dichte nahezu vollstandig von den 
Korpuskularen Bestandteilen von Korperflussigkaitan w.a ^ . 
den P zallen das roten und weiBen » ; 

k onzentriert und anschlieBend da. Hasten Schrxt . e 
erfindungs,en,aBen Quantif izierungsver£ahrens zugeEuhrt 

werden . 

DaS baschriabana Anreicherungsverf ahren bietat den Vort.il, 
daB Telon,erase-positiva han,atopoetische Zellen exnfach und 
sicher vo n den anzureichernden Tu m orzellen abgetrennt ^wer 
so daB in, anschlieflenden Quantif izierungsschrrtt kaine 
Jalsch-positivan Ergebnisse durch Telo.erase-aKtive nieht- 
Z rzeUen erhalten warden. Daruber hinaus " ^ 

A rbeitsschritte £ ur dia Anreicherung und *r 
' T „llen aus Kdrpergewebe notwendig, so daB dadurc:h e 
Prozessiarung von groBeren Mangen von Proben.aterral », «h 
wird . Die Kosten fur die notwendigen M ateri< , Ue d 
beispielswaise gegenuber der Verwandung spezrUscher 
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Antikorper und der anschlieHenden Trennung ltt.1. geeigneter 
Apparaturen signifikant geringer. 

DarUbe r hinaus zeigte die untersuchung von 10 
unt ersc h iedli=hen Zellinien, die von Tun,orgewet, n , „e 
M elano», Prostata-, Brust-, Lungen-, ^ ^ 
Colorektal.arzino.en abgeleitet waren, daB dre Zellen ^ all 
Lser Zellinien in ihrer Xehrzanl duron das besc h rxebene 
Anreicherungsverfahren angerexchert wurden. 



I„ exner alternativen vorgehenswexse zur Auftrennung der 
Blut2 ellen in Fieoll oder Percoll konnen die in der Pro e 
enthaltenen Zellen, unter Konditionen kultivxert werden, dxe 
« r konta.inierende Telo.erase-positive 

ungunstig, iedocn fur die vornandenen ™«'"» ^ 
s i„d. Das Resultat dieser Kultivierungsverf ahren i.t. daB 
kon ta m inierende Telo.erase-positive N icnt-Tu m or Z ellen 
absterben wahrend vorhandene Tumorzellen uberleben. 

Hierfur kann zur Optimxerung der Zellkultur, » dl. 
Proliferation der Tu m orzellen einerseits und den Eintrx e 
Blutzellen in die G„/ Gl -Phase bzw. deren Apoptose 
I favorisieren, u. vorhandene m etasta=xerende 
anzureichern, die Probe folgenden Bedingungen ausgesetzt 

werden: 

Auswahl geeigneter Kuitur.edien unter Verwendung (autologer, 

Seren, 

Dauer der Kultivierung, 

Auswahl des cptimalen Sauerstoff -/Kohlendioxidgehalts 

Zugabe von T u,«or-Zell-/E P ithelzell-spezx,xschen 

wachstumsfaktoren (Bsp. EGF etc.) oder 

Auswah! einer geeigneten Oberflachen-Beschichtung. u. dxe 
Adharenz der Tun,orzellen in Zellkulturbehaltern zu erhohen 
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*dharenten Zellen gegeniiber 
und selektion von adnarenten 

Suspensions zellen. 

Die Kultivierung kann so.it beispielsweise wis folgt 
ausgefiihrt werden: 

Die in der Probe entKaltenen Zellen ,a„nen gesa.t c£ i» 

Miquoten (z.B. auf Mikrotiterplatten) mit Oder ohne 

U Koltur geno^en warden. Diese Kulturen konnen m 

in " n ausg esetzt werden, die Nicht-Tumorzellen 

absterben, ,edoc h Tu m orzellen uberLeben lasse. D» 

„ -^P- r - -ein -on d lJ:des ^ 

Kultivierung, interne (z.B. Anstieg z . 8 . 

Hertes in Kultur-dlu.) Oder exte rne Exnflu ... , 
Erh « hU ng Oder Erniedrigun, von pCO, Oder P 0 2 sern^ ^ 
Untersuchungen haben z.B. gezergt d.0 - 
einfachen Kultivierung von Vollblut bei 37 C fur 5 9 

kodierend fur die der tat.lyti.ch. Unte- e t 
menschlichen Telo.erase ( hTRT ) zwiscnen Tag * 
meh r nachweisbar war. Nooh nachzuweisen wa en nrngege 
mRN A fur den T-Zell-Rezeptor <TCR, (3 Tage, und B-Aktin , 
Tage) (vgl . Abb. 4) . 1 

Di e Kultivierung der in den Plussigkeiten ^[^^ 
Lorzellen und Tu^orzellen nacn den oben genann h ~ 
ka „„ auch zusatzlicK sowoKl vor als .uch n«=h »»r«™ 
zellen aus der Korperf liissigkert <*-B- 
Oradientenzentrifugation z.B. .it Figuoll-Hypague, erfolgen. 

A^r, nhpn beschriebenen 
A11 ein Oder in Verbindung ^ h de ". auch besonders 

u,„ vnltivierunqsverfahren ist es aucn 

::::r h ir t r «l <ie tat ^i- i: 

d er T elo m era.e kodierender - - "^^e^r *e 
„e„ge an fttr die katalytische unteremhert der T 
Ldierender mRNA aus arteriole. Blut zu verglerchen, da 
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venoser Blutabnahme zum Zwecke der Tumorzellbestimmung etwa 
nur 20 * aller Zellen gegenuber 100% der Zellen be, 
arterieller Blutabnahme nachweisbar sind [Koop, S. et a . 
,1995) Cancer Res. 55, 2520-2523). Ebenso eignet sich em 
Vergleich von Blut aus der Fingerkuppe .it venose. Oder 
arteriellem Blut. 

D le quantitative Bestimmun, der fur die kataiytische 
Untereinheit der Telomere kodierenden mRNA in der Probe 
ermoglicht es, zu bestimmen, ob Tumorzellen, insbesondere 
Metastases vor allem Mikro.etastasen , von .alignen Tumoren 
in der Korperf lussigkeit enthalten sind und in welcher «enge. 
Dies ist Usbesondere fur die fruhzeitige klinische Diagnose 
der Metastasenbildung von malignen Tumoren und fur die 
Oberwachung einer Tumortherapie von groflem Nutzen Als 
Tumorzellen konnen mit der vorliegenden Erfindung 
insbesondere Tumorzellen von Metastases vorzugsweise 
Mikrometastasen, von malignen Tumoren, vor aliem Zellen 
metastasierender Tumors und/oder Neoplasien nachgewiesen 
werden, die beispielsweise von einem T-Zell-Lvmphoblastom 
Zell-Leukamiezellen, chronisch myeloische Leukamiezellen, 
akute lymphatische leukamiezellen, chronisch lymphatische 
Leukamiezellen, " Teratokarzinom. Melanom, Lungenkarzinom, 
Dickdarmkrebs, Brustkrebs, Leberzellkarzinom, Nierentumor, 
N ebennierentumor, Prostatakarzinom, Neurobiastom, 

Gehirntumor, kleines Lungenzellkarzinom, Rhabdomyosarkom, 
Leiomyosarkom und/oder Lymphom abstarronen. 

weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindun, sind die 
Oligonukleotid-Primer mit der Sequenz 

5- CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' { hTRTl ) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' ( hTRT2 ) , 
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hPi hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
wobex hTRTl und/ rase entha lten konnen; 

Promotorsequenz fur eine kna ru y 

sowie einOligonukleotid mit der Sequenz 

5 ' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRTo) 

al8 Oligonukleotid-Sonde und die *™*™^\™*Z 
^pleJtare Sequenz des Olxgonukleotids zum Nacnvexs 
amplifJ-zierten "antisense" RNA. 

Q uanti £ izierung von Tu.orzellen ^ J^^J odec 

beispielsweise Blut, Urin aber auch Stuhl, 

Transudate von Korperndnlen, insbesondere per.pneres Blut. 

enthaltend spezifischen 
(a , ein Oligonukleotid-Pnmerpaar zur v 
llllif ierung von Telomerase-kodierender Nuklexnsaure , wobex 
Amplitizieruny v fn1npnde Sequenzen 

das Oligonukleotid-Primerpaar vorzugswexse folgende 

aufweist : 

CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) u^d/oder 
GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' ( hTRT2 ) , 

* ln Ao r hTRT2 aeqebenenfalls zusatzlich eine 
wobei hTRTl und/oder nTRi i gey«" *,*„ nttn 
on7 fur eine RNA-Polymerase enthalten konnen. 
Promotorsequenz fur exne kwa r j 

- — — - ( r"n e ^^- ic :i: 

Ausfuhrungsforn, zusatzlich (b) " vorzuqsweise 3 RNA- 
N u*leinsauren zur Co-ArcpUfikation. wober 
Standard-Nukleinsauren zur Co-A^plif ikatron enthalten 

Der .rfi^na.,-5. Kit kann auch zusatzliC, -*« n.her 

beschrieben, .in ^ s der 

Hvbridisierungsprobe zu„ speziflschen H.ch~ rere 
M plifizierten oDNA der Wildtypsequenz und/oder 



5' 
5 
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M rkierte Oligonucleotide als ^"""""'^J^ 
spezifischen Nachweis der anpUUzierten cDNA der Sta dard 
Nukleinsaure bz„. -Kukleinsauren enthalten. Oaruber rnaus 
nn .in erfind»n g sge m a fl er K it fur dre -«-» P U f ^ 
zusa tzlich die oben naher beschrrebenen J yne 
gegebenenfalis markierte Hukleot* und/oder gee lg nete Puf er 
Lthalten, wie z. B. eine reverse Transcriptase, vorzugswerse 
e-ne AMV reverse Transcriptase, eine DHA-Pol^erase 
.orzugsweise eine Ta q -Poly»erase und/oder eine DNase und 
gegeb nenfalls zur Abreicherung von Sta-zellen und/ode 
Ltivierten I»unzellen und/oder zur Anreicherung von 
T un,orzellen g eei g nete Hittel, »i. oben bereits naher 
beschrieben. 

Ein anderer erf indungsge.afler Kit fur die ^BA-^pliaCation 
ka „„ ebenso neben den oben naher beschriebenen Standa 
N uCleinsauren ein n,ar kl ertes Oligonukleo tl d als 
Hybridisierungsprobe zu* spezifrschen Nach^ s de 
alplifizrerten -antisense'' RNA der Wildtypseguenz und/oder 
Here .arkierte oligonukleotide als Hybridisierungsprobe 
L spezrfrschen Nachwers der an.plifiz.erten ■•«"'«™ ™ 
der standard-NuClemsaure bzw. -NuCleinsauren 
Zusatzlich kann er ebenso di. oben naher *« h »'*™" 
Enzy.e, gegebenenf alls markierte Nucleotide und/oder 
hnzyme, y y rave rse Transkriptase, 

geeignete Puffer, wxe z. B. eine reverse v 
vorzugsweise eine AMV reverse Transkriptase, e« , R»A- 
Poly*erase, vorzugsweise eine T7 P,NA-Poly.erase, 
u „d/oder eine DNase enthalten, und gegebenenf alis 
Abreicherung von Sta^zellen und/oder aktivierten !-»»»"•" 
und/oder zur Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mxttel, 
wie oben bereits naher beschrieben. 

Oie folgenden Beispiele und Figuren sollen die vorlregende 
Erfindung naher beschreiben, ohne sie jedoch darauf zu 
beschranken . 
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n 0 *rhreib ""q Hor Fiauren 

rtb 1 zeigt die von Nakanura et al . beschriebene Sequenz, 
kod erend fur die katalytische Unterernheit der n,ensch llc hen 
Telo*erase, von 40! 5 Basenpaaren <bp, and die Po-ition^r 
entworfenen Oligonukleotid-Primer bzw. die Oligonukleotrd- 
nde ( hTRT o) (unterstrichen, , 5-Pri m er hTRTl <Po.xt.on 
1,80-1813). 3'-Pri*er hTRT 2 (Position 2261-2290, «t erne* 
A^plUikationsprodukt von 513 Basenpaaren (bp) und die Sonde 
hTRT o (Position 1964-1987). 

Abb. 2 zeigt (A) eine schematised Darstellung der 
geno^ischen Organisation der «„schUchen Telomere hTRT) ^ 
Das Telcnerase-Protein weist eine Telo m erase-spez l£ xsche 
Region auf ,T, schwarz .arkiert, und besitzt Ho,«oIogrer , ,„ 
konservierten Regionen von Reversen 

verschredener Viren ,1. 2 und A bis E, schraffxert, D s 
verwendete Primerpaar , hTRTl, hTRT2 ) ist dureh P Eerie 
d argestellt und ist in einer Region lokalisxert dre ke n. 
„o»logien .it viralen Reversen Transkriptasen aufwerst. <B, 
zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese einer RT-PCR- 
An,pli£xkation .it hTRT-spezifischen Prxmern an RNA der 
huLnen Teratokarzinom-ZeUinie Tera2 . Bande H: Marker, Bande 
! RT-PCR-A.plifikation, Bande 2= entsprechende DNA-Kontrolle 
ohne Reverse Transkriptase Reaktion. 

Abb 3 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese (a) der RT-PCR- 
Produkte .it TCR-spezifischen Pri ro ern •» J™ ™ ™ 



numanen PBMC und der humanen Eibroblasten-Zellinie MRC5 und 
die entspreohende Southern-Blot-Analyse mit einer 
spezifischen oligonukleotid-Sonde ( TCR- Sonde ) . M: Marker. 



Abb. 4 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR- 

„ • „ f,;r- hTRT (A) bzw. TCR und 
Produkte mit spezifischen Primern fur hTRT (A) 

Aktin (B) an aus 1 ml Vollblut isolierter RNA, nach 0-5 Tagen 
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rma der humanen 
Kultur sowie eine Reaktxon an der RNA 

Teratokarzinom-Zellinie Tera2 . Banden 0-5. Zeitra 

iei M , Aor Tpra2: humane 

Kultur von respektive 0 bis 5 Tagen . M: Marker, Tera; 

Teratokarzinom-Zellinie Tera2 . 

Abb 5 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR- 
^rodukte an R N A der Prostata-Karzino. Zeliinie LNcap Banden 
10 3. 1 0- 2 : verwendete Zellzahl pro Ansatz. DNA: DNA Kontrolle. 
„ 2 0= Wasser Kontrolle. M= Karker. Die PCR wurde w ie in 
7 angegeben mit spezifischen Pri.ern (Abb. 6, for d 
katalytische Untereinheit der humanen Telomerase ,A) und n- 
Aktin! .it 40 Zyklen durchgefuhrt . Unter den beschrrebenen 
RT .PCR-Bedingungen ist die fur die katalytische Untereinheit 
der humanen Telomerase kcdierende mRNA in bis zu 10 Zellen 

nachweisbar ,M.il>. *um ^usschluB von DNA-Kontaminat^nen 
RNA von 1 0 3 Zellen ohne Reverse Transcriptase als 

Kontrollreaktion sowie eine Wasser-Kontrolle ,H 2 0) in der RT- 

PCR mitgefiihrt. 

Abb. 6 zeigt die Seguenzen der vorliegend eingesetzten 

Oligonukleotide . 

Abb. 7 zeigt ein FluMiagramm fur das erfindungsgemaBe 

Verfahren. 

Abb. 8 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von Blut eines 
g esunde„ Spenders ,A, und Biut des gleichen Spenders genuscht 
B it GFP-transfizierten Zellen der Melanom-Zellinie T289 (B, 
c) nac h Tumorzellenanreicherung 

Zellseparationsmedium einer Dichte von 1,070 g/ml. 

Abb. 9 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Anaiyse von Blut 
geS under Spender, das mit Tumorzellen einer Prostata- 
Karzino.- (A, und Mamma-Karzinom-Zellinie (B, gemischt wurde, 
n ach Tumorzellanreicherung .it eine. Zellseparationsmedxum 

einer Dichte von 1,065 g/ml. 
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Abb 10 zeigt die Wiederf indungsrate von GFP-transf izierten 
^1 no-ll-n, die zu Biu, un.ersch.ediicher (A, B) gesunde. 
Spender g-i.cht wurden, nach Anreicherung «t e.ne, 
Zellseparationsmedium einer Dichte von 1,065 g/ml. 



WRTSPIELE 



wurripn die folgenden Beispiele 
Wenn nicht anders vermerkt , wurden dxe ro y 

nach Standardverfahren, wie z. B. bei Sambrook, J. et al 
(19 89, supra beschrieben, oder nach den Herstellerangaben der 
verwendeten Kits bzw. Enzyme durchgef uhrt . 

1. Tumorzellanreicherung 

1.1 Allgemeines Vorgehen 

IB eine, sili*onisierten Kunststof f-Zentrif ugationsgef aB 
^rde venoses Blut .5-20 -1), -it EOT* versetz 3 9 « 
EndKonzentration, P H 8.0, und m it 1 Voluuen PBS ge ml scht Das 
Blut/PBS-Gemisch wurde anschlieBand au£ 5-10 .1 Percoll nut 
e*er Dichte von 1,065 g/.l W eben und bei langsa m er 
Beschleunigung und onne Bre.se fur 30 .in. bei 1.000 , g «nd 
4 o c zentrifugiert. Das untere Viertel 

Ze „trifu,ationsgefaBes wurde anschlieBend fur 5-10 -in in 
fl Ussige m SticKstoff insert. Dadurch wurde «^ *» 
^saugens der Sellen, die sicn an der Interphase » Uber an, 
zwischen d» Percoll und de m daruberliegenden S ' 
Ge-isch befanden, eine Kontamination n,it Zellen des Pellets 
verhindert. Die Zellen der Interphase, bei denen es sich 
vorwiegend urn Thrombozyten und u* in. Blut zxrkuUerende 
Tun,orzelle„ handelte, wurden anschlieBend in em neues 
sllUonisiertes Kunststof f-Sentrifugationsgef aB ubert a n 
und fur 10 ,in bei 1.000 x g und 4°C zentrif ugrert . Fur dxe 
anschlieBende RT-PCR-Untersuchung wurde das Zellpellet n 
einem Guanidium-Isothiocyanat-Puf f er aufgenon«en, wodurch 
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j( |Lt- rma Tsolierunq unterzogen 
Zellen lysiert wurden und einer RNA-Isolier g 

werden konnten. 

1.2 Spiking-Experiment 

Hit Hilfe von sogenannten Spiking-Experimenten, bel denen 
fallen verscMedener ZelUnien - Bl-t nobler pen e 
ge „,ischt wurden und die Tun,orzellen anscnlie.end 
und in dar RT-PCR untersucht wurden, wurde gezeigt 
^Lgigkeit der vervendeten Sellinie die 

. id aesDikter Tumorzellen/ml Blut 

Aktivitat von etwa 1-4 gespiKcer 

nachgewiesen werden kann. 

a Hi P 7Pllen der zu spikenden Tumorzellinien 
Hierzu wurden die Zelien u«l <.u ^ 

n tspre C nend der Angaben des Hersteilers <*TCC 
TisS ue Cell Cui tU re, bis zur Konfluenz kultiviert Die Ze e 
OTt den anschlienend trypsiniert und in Median, <R P-I «40 

, «C .ntna^e eines 10 ,1 Mi*»t^ - . 
Try pta„-Bla U geniscnt wurda, wurden die abend 
ein er Zahlkanuner bestinmt und die an P 
Lllkonzentration wurde berechnet. AnschlieBend wurde die 

^ eiU . „ i j a c piner bestimmten 

Zellsuspension verdunnt und .in Volun,en. das einer J 

Zellzahl entspricht, n,it den, Blut gesunder Blutspander 
gluscht. Als Kcntrclla diente Blut den, keine 
fug etzt wurden. Die Anreicnerung der gespikten T-.eUen 
Trde einn,al zu. Vergleicn .it einen, ^^^Z 
ei „ar Dichte von 1,070 ,/.! und nacn den, erfindungsge.a e 
Verfahren durchgefuhrt . Zur Besti-un, der wiederfindungsrate 
ZL anscnlilnd n,ikroskopiscne , durcnf luflzyto.etriscne 
und RT-PCR-Analysen durchgefuhrt. 

a) Vergleichsversuch 

^ • „«v oT PPR-Analvse von 20 ml Blut 
Abb 8 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Anaiys« 
add. o «^ v qleichen 

eines gesunden Spenders (A) und 20 ml Blut ae y 

-^*. an 7f»llen der Melanom- 
Spenders gemischt ait GFP-transf izierten Zellen a 
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, J ^« a nf Pprcoll einer Dichte 
der Telomerase ( nTRi ) ist ^ l 

f A) wahrend bei 1 und 2 gespikten Melanonzellen pro -IB lut 
^ nachweisbar i.t ( B. C Bei der -rwendeten Per - 
Lhte vc„ 1,070 ,/-! *ind jedoch noch hinreichend vie e 

DiCnLe , ^ mtprnhase vorhanden, 

Telomerase-aktive Leukozyten in der InterphaSG 

/ ktr \ such im ungespikten biul 
wodurch die RNA-Komponente aUCh Jl iviert en und 

Fiir die Prasenz von aktivierten 

:i; h ri::ir n ucrL j;: ^ r=hi: 

der Fraktion der isolierten Zellen spricht auch die Ta Che 
HaB CD69 ein friiher Aktivierungsmarker in B- und T-Zelien, 
f„ alien' BUtproben nachweisbar ist ( A-C . Der Tu n or.arker 
A Calinoelrionic Antigene, ist sowohi i» ungespikten a 
I'i, gespikten Biut negativ «A-C,. W P ,-en Pluore 
Protein) der als zusatzlicher Marker £ur die gespikte 
Protein; , ^ _ ocn - ktpn glut nicht 

Turcorzellen verwendet wurde, i.t i» ungespikten ^ 
nachweisbar ,A, . Da nur etwa 50, der transfizierten T 
Melanozellen GFP expri.ieren, ist das Protein nur bis u 
2 gespikten Tu.orzellen pro .1 Blut nachweisbar (B). Aktin 
Lnte als RT -PCP.-Positivko ntrol le (Aktin, und i- Ansatz ch» 
RT . R eaktion ais Kegativkontroile (Aktin ^> ' ^ J ^ 
A^iUkation genciscner D»A untrans.iz-ter « 89 Zei 
fuhrt mit den spezifischen Pnmerpaaren fur 
CD69 zu keinen Amplif ikaten. 

b) erfindungsgemafier Versuch 

^ , zeigt RT -PC B -Ana ly sen von gesunder Spenders 

mi t T u.orzenen einer ^ * er Dlchte von 

Karzinon-Zellinie (B) gemischt, au£ ansch lieBend 
uets g, m l geschichtet, zentrif ugiert und 
analysiert wurde. Die RNA-Ko.ponente der Telo.erase » 
iro ulterschied zu der Verwendung von Percoli ^ einer Dichte 
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von 1,070 g/ml in, ungespikten Blut nicht nachweisbar (vol. 
F Ig 1,. in den Proben .it 2 gespikten Prcstata- 
KaLnomzellen <A) bzw. .it 4 gespikten ^-Karz.no^Uan 
(B) pro ml Blut kann hTR nachgewiesen werden (schvarzer 
Pt.il,. I. Unterschied zur Melanom-Zellinie T2B9 konnte be. 

die sen Tumorzeilen keine «A, bzw. erst bei 10 ^ 

u-^i-alvtischen Unteremheit (niRi) 
(B) eine Expression der Jcataiytiscneu 

^ uoHpr der Prostatazell-spezifische 

nachgewiesen werden. Weder aer 

Marker PSA (Prostate Specific Antigene) noch der Ep.thelzell- 
spezifiscne Marker CK20 (Cytokeratxn 20) ist in den 
entsprechenden Tumorzeilen nachweisbar. Aktin dxent ais RT- 
PCR-Positivkontrolle . 

Abb 10 zeigt die Wiederf indungsraten von GFP-trans f izierten 
Melanomzellen (T289), die zu Blutproben gesunder Spender 
gemischt (gespikt, warden. Die gespikten Blutprcber , wur en 
In.chlisB.nd au£ Percoll einer Dichte von 1.065,-1 
geschichtet, zentri£ugiert and die Anzahl der re-isouecten 
Tumorzeilen (Wiederrindung) wurde mikroskoprsch (-•-) 
und/oder durchfluflzytometrisch (-A-) bestimmt. Da nur etwa 
75% fur Probe A bzw. 50% £iir Probe B der GFP-transfizxerten 
T289-2ellen in, DurchUunzytometer nachweisbar waren, wurden 
die W ieder£indungsraten entsprechend korrigiert. Die 
Wiederfindungsrate gespikter Tumorzeilen ist abhangig vom 
jeweiligen Blutspender (die Blutproben von A, und B) stammen 
von unterschiedlichen Spendern), der verwendeten Zellinre und 
verhalt sich umgekehrt proportional zur Anzahl der gespikten 
Tumorzeilen. Moglicherweise £uhrt eine AbstoBungs-Reakt.on 
der entsprechenden hamatopoetischen Zellen zur Lyse, 
Aggregation und schlieBlich zum Verlust der 
allogenen Tumorzeilen. B) zeigt daruber hinaus, dan dre 
Anzahl der tatsachlich gespikten Tumorzeilen ,-■-) »i«h.n. 
6% . 37% geringer ist als die theoretisch berechnete Anzahl 
gespikter Tumorzeilen (-♦-)• 
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• u«- ^m^te liter untersuchungen mit 
un ter Hinzunahme hxer mcht dargestellter 

Lunaen- and Manuna-Karzinc <zellen ergibt sicn 
Lungen ^ indunqsgemafi 
durchscnnittliche Wiederf indu ..gsrate nut der erfxndu g g 

b evorzu,ten Anreicherungs,»et„ode von 46% ± 20% fur 4-512 
gespiKte Zellen <n=16> und fur S SO gespikte Zellen von 54% ± 
20% (n=15). 

D an,it liegt die Wiederf.ndungsrate des erfindung* ^ 
fcevorzugten Tu»or 2 ellenanre 1 cnerun<, S verfahrens et„ 
Bereich von m agnetischen Zell-Separatoren .1. £ « 
sine wiedertindungsrate von etwa 30-58% angegeben wird. 

2 Kultivierung und Isolierung von peripheren, Blut, Gewebe 
und Jellen fur die nachf olgenden Beisprele 

™or Z ellinren „re die .nsOlicbe ^ 

LNcap und die Teratokarzinom Zell-Linie lera 

Ten vorgaben *r ATCC (African Tissue Culture Collect., , 

Z Kultur geno^en. Venoses Spenderblut von gesunden 

^ontrollpersonen wurde .!«.!. PunfcUon einer unterarrcvene x„ 

EDTA-Monovetten® (Saarsted) abgenorranen. 

3. Isolierung von zellularer RNA 

Die isolierung von totaler zellularer RNA erfolgte nach 
Die isoiieiuuy , 1Q G7\ Anal Biochem 

Standardverfahren [Cho-c.yn.ki et al. (1987) Anal 
162 156- Sambrook, J. et al. (1989). Cold Spring Harbor 

i USA, Cold Spring Harbor Moratory Press,. P-pHer 
Blut wurde wie in Al*, 7 gezeigt so £ ort nacn Abna h. » 
L ysispu££er (4 M Guanidiniu* Isothiocyanat; 0.1 » ■ 
p'h 7 .5, 1% Meroaptoethanol, Uberfuhrt und b 
Lmische wurden entweder sofort weiterverarbextet Oder 
-70°C gelagert. 
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4 . averse Transition and Polymerase-Kettenreaktion 

(RT-PCR) 



Die RT -p C R -rde -it de. GeneAmp® RNA-PCR-Kit (Perkin *l~r. 
Die ri t-v-ix qezeigt 
nach Vorgaben des Herstellers .» - Abb . 7 J 9 
durchgefuhrt. Aliquote der isolierten totalen » • 
perip ere m Blut und Zellinien wurden jeweils ZU "° 
DNAse und 40, RNAse Inhibitor (Boehringer, in 36 

L«t„n ,in 100 niM Tri.-HCl, P H 8.3; SO *H KC1; ^ 

u „d dann das Reaktions g en,isch sofort auf Eis gegeben. 
Die beiden Oligonukleotid-Primer: 

S . CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' ( hTRT 1 ) und 
5 ■ GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3 ■ ( hTRT2 ) 

^en „.C der von »aka M ra .t ai. «r«"-«"«= h ^ S J^; 
kodrerend fur die katalytische unt.roinh.it der -...eh =h. 

f*\Qqi\ Science z / / - ? ) 

Teilonerase (Nakamura et al . < 19 ' >. Biosy ste m 380A 

entworfen (Abb. 1) und mit einen, Applied Bi y 
Synthesizer synthetisiert . °^"£"t« 
hTBT 2-Pri m er ^rde ;1 ttes ^ ^ 

Horaologieanalyse an den wu* BLASTN 
GenBank-, EMBL- , O0 BJ - und PDB-Datenbanken -xtt.l. BLA TN 

X.4.9 MP (Altscnul, S. F. et al . (1990). J Hoi B«l 215. 

410] uberpruft. 

Zu r Absti™»ung der A.plifikations^engen «,rden 

Experiment gleiche RNA-Hengen fur die RT-Reaktron 

uT.in. Konta m ination der RNA PrSparationen .it 

OKA aus Z uscnlie fl en, wurde jede .it DNase hydrolysierte RNA- 

h altige Probe zuerst der unten beschriebenen PGR untersogen 
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und au£ A^U^-n hi n ^"in; 

interne StandardKontron Reverse 

j H(an TC R eingesetzt Abb. b). 
Aktin und den TCR 9 Verdaues 

Transkriptase-Reaktion wurde an 18 ul d 40u 

**r Zuaabe von 50U MuLV Reverser Transkriptase « 
unter Zugabe vo durc hgefuhrt und die 

RN ase inhibitor bei 4 2 C fur 30 Mi . _ chen . m den 

Reaktion bei 99'C fiir 5 Hinuten ^T\l Wasser 
Neg ativkontrollen warden statt der Enzyme 4 ul 

zugesetzt . 

- *. ^ q ,.i der cDNA-Reaktion 
Die PCR wurde wie in Abb. 7 gezeigt an 5 ^ n 

nach ^gende. Program <««^'» h ~ ^ ; kunden (minus 

„\. /q70r« 15 Sekunden, /u JU 
vorwarmen); ( 97 L . 7vk ien; (94°C: 15 

^ 7?or- 30 Sekunden 10 zyKien, v 

0.5°C pro Zyklus], 72 C. ^ > Zvklus i , 72°C: 

, ; or. m Sekunden [minus 0.5 C pro Zykius j , 
Sekunden, 6 5°C 30 Sekunaen L ,- 0 o c . 3 0 Sekunden 

30 Sekunden) 20 Zyklen; (940 C : 15 Sekunden 50 C. 
72 o C: 30 Sekunden [plus 15 Sekunden Extension pro Zyklus], 
Zyklen; (72°C: 7 Minuten, finale Extension). 

Die ^plifikationsprodukte ^ ^^^^ r ^ 
1.5.^ TAE Agarosegel aufgetrennt 
gefarbt und unter UV-Licht visualisiert und 
( siehe Abb . 2-5 ) . 

5. Herstellung Richer RNA-Standard-NuUeinsauren ( hTRTKa , 
hTRTKb und hTRTKc ) 

„• zur Klonierung besti„»ten PCR-Amplif ikatlonsprodukte 
Die zur Klonierung A<3aro se aufgetrennt 

k onnen gelelektrophoretiscn ...1.5. TAE « ^ 
und eluiert (Qiagen, werden. Ore „. 
nestriktionshydroiysate kann durch Phenol 
ExC ra kti0 n und mXung in Sa. und ^^[^ 
Reinigung (Qiagen) geschehen. Die Konstrukte 
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• • hot- praomente in die korrespondierenden 

durch Ligierung der Fragmente m alrVnr< - 
Schnittstelien eines Klonierungs- und Transkrrptronsvektors , 
a. pGEH-l3« (+) . .it Hilf. der T4 Ligase geschaHen werden^ 
Di Ler Vektor erlaubt die in vitro Transkrrptron v n 
klonierten Fragmenten durch dan wanlweisen Einsatz von , Sp6- 
oder T7 RNA Polymerases Kompetente Bakterren (^- 1B ^- 
Stratagen, werden mittels Elektroporation (BioRad, 
Lns^rlrt. Placid DNA wird mittels ^^/""'unter 
Kits (Qiagen, gereinigt. Positive Kione werden, e 
Verwendung von vector- Oder -^""e^scen 
Oligonukleotid-Primern, .it der PCR vaUdrert. Erne 
Sequenzvalidierung der Konstrukte kann durch semiautomatrsche 
Sequenzanalyse erfolgen. 

Oas Konstrukt pGEM-hTRT wird als Ausgangskonstrukt «r die 
Konstrukte pGEM-hTRT( Ka ) pGEM-hTRT ( Kb) und pGEK- hTRT Kc 
g escha££en. pGEM-hTRT(Ka) , pGEM-hTRT ( Kb ) und P^;™^' 
Lterscheiden sich von pGEM-hTRT und untereinander durch 
ei „en randoms ierten Sequenzaustausch von ca. 2 0 Basen Paaren 
(bp) . Die Konstrukte werden zur in vitro Transkriptron „ 
SpI^NA Polymerase der Standard-RNA: hTRT.Ka,, ^ 

, fl . 7 > r sildunq des Konstrukts pGEM-ni k i 
hTRT(Kc), verwendet. Zu£ bliauny u<= 

wird die cDNA der katalytischen Untereinheit der -™chUch.n 
Telomerase <Abb. 1, z.B. in die Not! und Hi III- 
Schnittstellen von pGEM-13Z£( + ) kloniert. Dies wird dadurch 

■,hr dafl mit diese Schnittstellen enthaltenen 
erreicht, daJi mm uj.e= 

OUgonukleotid-Primern die aus der Sequenz <"*• 
abgeleitet werden, eine RT-PCR an der bereits gewonnenen RNA 
J Tumorzellen Oder -linien unter den oben ^.cKr.-b^n 
Bedingungen durchge£uhrt wird. Dan.it kann . . B . die 
vorgegebenen Schnittstellen versehene Voll-Langen hTRT 
ei „ kurzeres Fragment ampli£iziert werden. Nach exner 
Restriktionshydrolyse .it spezi£ischen Restriktionsenzymen 
z B wie NotI und HindHI. «ird das entstandene Fragment 
die korrespondierenden schnittstellen (z.B. Position 12 bzw. 
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38) von pG E M-13Z£ ( + ) kloniert und das Konstrukt P««-hTRT 
chif fe. Die Konstruktion von pGEM-hTRT( Ka ) wrrd dadurch 
9 , . „rr M hTRT eine ca. 20bp Sequenz 

eine Abwandlung der von Higuchr et al. be 
verfahren [Hrguchi, R. ( 1988,. Nucleic *cid Res 16 . 7351- 
7367; Higuchi, R. ,1990,. M. mnis A. et a!, eds . San r o 
New York, Berkley, Boston, London, Sydney, Tokyo, Toronto 

ade„ic Press, inc. 177-183,. In eine' m ersten Schrrt we r n 
zwei unabnangige PCR-Reaktionen an pGEM-hTRT ^ ^ ^ - 
D as A.pliiikat aus der 1. PCR-Reaktron ergrbt das 5 -Fragment 
u „d wird „« geeigneten ^^ticn 
F ra,.ent verdaut. Das A.plifxK.t aus der 

ergibt das 3-Frag.ent und . * d « ^ ^ „ 
Restriktionsenzymen zu .ernem 3 -Fragment ny y 
Ugase werden die Schnittstellen der S- und 3 

mi t- financier zu emem Fragment 

: ndierenden Schnrttsteilen von pGEM-13 2£(+ > kloniert 

nd das Konstrukt pGEM-hTRT( Ka) geschaffen. Die 
von pGEM-hTRT ( Kb ) und pGEM-hTRT( Kc ) wird dadurch errercht, 
daB dre oben geschaffene ca. 20bp Sequenz 1- Konstrukt pG M- 
hTRT ( Ka ) ieweils n,it einer randomisierten Sequenz von «u 
20bp ' aulgetauscht wird. ^ vitro R. k « 

zr^£^~-*<™ - » 

o ca. 2 0bp-Austauschsequenzen bzw. zu der «ildt y psequen 
% i .o.pleltaren Oiigonukleotiden O.Ka), O.Kb), 0(Kc, und 
0,„ ,, nachgewiesen werden. Die weitere Aufberertung der R N A 
w ie DNAse verdau, Reinigung und Kalibrierung erfolgt nach 

Standardmethoden . 



WO 99/40221 



PCT/EP99/00716 



44 

Ergebnisse 



Die Unt ersuc h unge„ an « tKl Un,n dre tur die 

katalvtische Untereinheit dsr menschlrchen Telomer 
kodierende mRNA m 

bei gleicher *-plif ikationsmenge dsr TCR, 
KontroUreaktion nachwersbar war (Abb. 2, 4 und 5) 
K onca ra ina t ion -it ^-ischer DHA du rc h 
KontroUreaktion ohne Zugabe von reverse 
jeweils ausgeschlossen werden. 

In vetglerCenden untersucnungen, bei unter "^"f^" 
Lltiv erungen von voliblut konnte eindeuti, gezer, « , 
Lb nac, 1 - 5 Tagen Kuitur des vollbluces kern 
RT . PC R Product der kataivtrscben ld 
me „ sch noben Teiomerase *ebr detektie rbar - . -ail ^ 

nahm mit zunehmender Dauer der Kultur a ^ 
nanm mit * lanqsamer ab. Das 

spezifischer TCR- und Aktin-RNA sehr viel lang 
» ,, a t dieser Kultivierungsuntersuchungen ist, 

^ tcntlrT kontaminierende -i^ra.-pc.^ ■ 
Tum or Z ellen schon zwrschen Tag 0 und Tag 1 abgestorben 

Wel ter h rn rst unter den be^rrebenen » 
^ ^ereinbeit der _ 

Telomerase in bis zu 10 Zellen nachweisbar. 

Hpr erf indungsgemafi 
Da in, unterschied zu m TRAP-Assay rn der er J 

eingeset^ten Reverse-Transkriptase-Po ymer «-*« 
(RT -PCR,-«etnode noch-aufgereinigte »' T ^ PolymeraS e 

verwendet wird, kann eine Inhrbrerung der Taq V- 
„ ei tgehend ausgescnlossen werden. Daruber hmaus konnte u 
die \escbriebene RT-PCR-Metbode erne Sen^vrrac en 
Nachweis der R N A-Ko m ponente (hTR> sowre de kata y 
Untereinheit { hTRT ) der Telomerase von etwa 1 
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• • «-=it- de>s Nachweises von 
Sensitivitat aes Nachweis 

non nariiber hinaus wurde gezeigt, dali aer 
Tumorzellen. Daruber mna katalytischen 
Hpr hTR- und der hTRT-Expression mit der 
d vor-r-Miert (K. Yashima et al . , 

Aktivitat der Telomerase korreliert (a 

Clin. Pathol. (1997), 50, 110-7). 
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pat-pnr.anp priiche 

, verfahren :ur Quantifiers von T^orzellen in einer 
Korperflussigkeit, dadurch gekennzeichnet daB 
,,, die zu untersuchende Probe einem verfahren zur a 
inching von ™eUen oncogen wird - » -> - 
Oder abgereicherten Tumorzellen ^ 
(b) eine Reaction durchgefuhrt wrrd, be, ^ 
Katalytische Untereinheit der Telomerase kodreren 
spezifisch anplifi-ert wird und q „ an titativ 
(C ) die Menge an amplif izierter 
bestimmt wird. 

i riadurch qekennzeichnet, dafl 
2 . verfahren nach An.prueh 1, dadurch , nden 

vor der ^pUfizierungsreaktion .xt der 2U " uir 
Prob e eine reverse Transkrip^onsreaktron durchgefu 
bei der die in der Probe enthaltene 

umgeschrieben wird. 

3 . verfahren nach Anspruch 1 ode , 

• », ^ rlafl mit der zu untersuchenden Prooe 
gekennzeichnet, dafl Bit de DNase -Reaktion 

Umschreibung der mRNA in eine 
durchgefuhrt wird. 

.. . „ i-i dadurch 
VPrfahren nach einem der Anspruche 1 i , 

4 . vertahren na vorzugsweise 

. ,, nDf riaR die zu untersuchende ProDe 
gekennzeichnet, dali die ; nsb esondere uber 

uber eine lonenaustausch-Chromatographie, insbeson 

Kieselgel gereinigt wird. 

■•_u« i-4 dadurch 

s . ver £ a h ren nach eine m ^J^ J^ d er 
gekennzeichnet, dafl *ur quantrtativen 

, Nukleinsaure 
Telomerase-kodierenden Amolif izierung 

-pUf^.onsprodukte -reus = d d er ^ m 
markiert werden, und die KinetiK 
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fcontinuierlich schon wahrend des A^plif ikationsvorgangs 

gemessen wird. 

6 verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeicnnet da5 
wahrend der Application eine fur die A.plif rkationsprodu te 
spezifische Sonde vcrliegt, die ein fur die pro Synthese- 
Z y klus a mP li£izierten Produkte proportionates, ; 
charakteristisches Signal aussendet. 

7 verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl zur quantitativen Besti»un, der 
Te lon,erase-kodierenden Nukleinsaure mindestens erne 
vorzugsweise drei standard-Nuklernsauren co-amplif iziert 
werden, die in unterschxedlichen Konzentrationen zu der zu 
untersuchenden Probe dazugegeben werden. 

8 verfahren nach eine m der Anspruche 1-7, dadurch 
gekennzeichnet, da* das A.plifizierungsprodukt e.ntweder 
direkt Oder uber eine Markierung vorzugsweise uber 
radioaktive Markierung, eine Biotin-Markierung, eine 
Fiuoreszenz-Markierung Oder eine Elektroche.olu.ineszenz- 
Markierung quantif iziert wird. I 

9 verfahren nach einen, der Anspruche 1-7, dadurch 
gekennzeicnnet, daB das A.plif izierungsprodukt uber erne 
'vbridisierun, -it eine, markierten OUgonukleotid 
nachgewiesen wird, wobei die Markierung vorzugswerse e ne 
radioaktive Markierung, eine Biotin-Markierung, erne 

pi pktrochemolumineszenz- 
Fluoreszenz-Markierung oder eine EleKtrocne 

Markierung ist. 

10 verfahren nach einem der Anspruche 7-9, dadurch 
gekennzeicnnet, dan zur Q uanti £ izierun g der zu besti»enden 
Telon-erase-kodierenden Nukleinsaure die Menge der 
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a^pUfizierten Nukleinsaure bzw. Hu k l.i-.»u»n »it <*e, : »en g e 
der Telorcerase-kodierenden Nukleinsaure vergl.chen wxrd. 

u verfahren nach eine, der Anspruche 1-10, dadurch 

- k»( j.r i» untersuchenden Probe 
gekennzeichnet, daB es srch bei der zu unte K „ nfrolle 
L perrpheres Blut handelt, und da« als posrtrve Kontrolle 
"t der zu untersuchenden Probe erne Reaction durchgefuhrt 
b.i der eine i» peripheren Blot vorko«nde 
^leinsSure, vorzugsweise dre ^A kod.erend rur B-Glob.n. 
Glvcerinaldehydphosphatdehydrogenase, fi-Aktrn Oder 
Z ell-Rezeptor, spezifisch a.plifiziert und nachgewiesen wrrd. 

12 Verfahren nach Anspruch 1 Oder nach einem der Anspruche 
3-11 dadurch gekennzeichnet, daB als negative Kontrollen vor 
L A*pli£izierungsreaktion .it der zu untersuchenden Probe 
keine reverse Transkriptionsreaktion durchgefuhrt wird 
Tnd/oder anstelie der KSrperflUssigkeit Wasser erngesetzt 
wird. 

13 Verfahren nach eine™ der Anspruche 1-12, ^adurch 
gekennzeichnet, daB zur A.plif izierung foigende 
Oligonukleofcid-Primer verwendet werden: 

5 , CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl, und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' ( hTRT2 ) , 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1-13, durch 
gekennzeichnet, da. zur A, P Uf izierung eine DNA-Poly.erase 
Oder eine RNA-Polymerase verwendet wird. 

15 . Verfahren nach eine. der Anspruche 1-14, dadurch 
gekennzeichnet, daB in, Falle der Aa.plif izierun, -it der 
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Poly.er.se die Polymerase-Kettenreaktion <PCR, und i* , Pa lie 

-U der RNA-Polymerase dre »<* ermal 
Nu kleinsaurese q uenz-basierende Amplication NASBA) 

durchgefiihrt wird. 

16 verfahren nach eine, der Anspruche 1-15, dadurch 

v, , H»fl es sich bei der zu untersuchenden Probe 
gekennzeichnet, dafl es sich Dei Riutorobe 
L Blut handelt, und daB aus der zu untersuchenden Bu probe 
Snellen und/oder aktivierte «zellen vorzugswe.se 
mittels immunabsorption abgereichert werden. 

17 verfahren nach eine, der Anspruche 1-16, dadurch 

• >. , H*n sich bei der zu untersuchenden Probe 
gekennzeichnet, daB es sicn Dei ae n1lI t D robe 
1 Blut handelt, und da, aus der zu untersuchenden utprobe 
dle Tu.cr.eHen vorzugsweise mittels Immunabsorpt.on 
angereichert werden. 

13 verfahren nach einem der Anspruche 1-17, dadurch 

kennze.chnet, da, d.e in der Probe enthaltenen Zellen u„ 
Lditicnen kult.vrert .erden, die .J* -^^j^ 

Nicht-Tumorzellen ungiinstig, jedocn 
Tumorzellen giinstig sind. 

19 verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet dafl 
"is Dauer der Kultivierung sc bemessen ist, daB Hxcht- 
Tumorzellen absterben und Tumorzellen iiberleben. 

20 verfahren nach einem der Anspruche 1-19, «rin zur 
Anreicherung der Tumorzellen ein Zellseparationsmedxum nut 
a : ^erAussigkeit uberschichtet und zentrifugiert wrrd 
dadurch gekennzeichnet, da B das zellseparationsmedium erne 
Dichte in, Bereich von 1,055 bis < 1,070 g/ml aufweist. 

2 1. verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet daB 
da s zellseparationsmedium eine Dichte im Bereich von 1,060- 
1 067 g/ml und bevorzugt von etwa 1,065 g/ml aufwexst. 
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22 verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch 
g e k ennzeich„et, da fl die Zentrif ugation bei ca. 1.000 x g uber 
ca. 30 Minuten durchgef iihrt wird. 

„. verfahren nach eine* der Anspruche 20-22, dadurch 
gete nnzeichnet, dan das Z ellseparatio„s m ediu* Perccll oder 

Ficoll ist. 

24 . Verfahren nach eine, der AnsprUche 20-23, dadurch 

• v, r dafl der Korperf liissigkeit vor dem 
qekennzeichnet, dafi aer * y worri ~ n 
Lrschichten eine Oder mehrere Substanzen zugegeben werden, 
"Hine « re ,a ti o„ von Thro.bczyten an 
^rhindern, ^und/oder dre K^rperf lussig.eit - 
Oberschrchten von Substanzen befreit wird. 
Aggregation von Thrombozyten an Tumorzellen fordern. 

„. verfahren nach eine, der AnsprUche 20-2, d.d«rch 
gek ennzeichnet, da B die Kdrperf iUssigKeit perrpheres Blot 

ist . 

«. verfahren nach Anspruch 25, dadurch f^"^ 
das periphere Blut in einer gerinnung.he^enden Substa 

„„d vor dem uberschichten des 

^"tionslU „it eine, ver_ g s»ediu, bevorzu g t 
in, Verhaltnis von ca. 1:1 verdiinnt wird. 

27 . verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch 
g e,cennzeichnet, da B das periphere Blut venoses 
arterielles Blut ist. 

28 . verfahren nach eine, der Anspruche 20-24 dadurch 
gete nnzeich„et, dau die Karperf lussi g *eit ausgewahU st 
U-e, urin, Bxsudaten. Transudates ^" al£ ^ ^ 
Salnflussigfceit, Speichel, FlussigKeiten aus naturUche 
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•• i ■ u Knrnerhohlen, Knochenmark und 

oder unnaturlichen Korpernonien, 

dispergiertem Korpergewebe . 

29 ver£ahren nach erne, der AnsprUche 20-28, dadurch 
gefcennze.chnet, daB das 

Ltrifugation und vcr der Abnahme der an Tumcrzellen 
n ereic erten Interphase star, abgeMhlt wird « - 
VeLischen der Sellen in den verschiedenen Schrchten *u 



verhindern 



30. Verfahren nach eine. der AnsprUche 20-29, dadurch 
gek ennzeichnet, dan die Zentrifugation in eine. GefaB 
durchgefUhrt wird, das durch eine porose Barrrere, ernen 
Fil ter Oder ein Sieb in em oberes und em unteres 
Ko.partinent geteilt i.t. wobei das zellsuspens — dxu. x. 
u „teren Ko»parti« t vorgelegt und die Korperflussxgkext 
das obere Kompartiment eingebracht wird. 

31 verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet dad 
die porcse Barriere, der Filter Oder das Sieb eine Drcke von 
1-10 mm, vorzugsweise ca. 5 mm aufweisen. 

32 vlfahren nach Anspruch 30 oder 31, ^durch 
g eKen„ 2 eich„et, daB die pordse Barriere, der Filter oder d s 
Sieb eine PorengroBe von 20-100 m, vorzugswerse 20-30 nn. 

aufweisen. 

33. Verrahren nach eine, der AnsprUche 30-32, dadurch 
geKennzeichnet, dan die pordse Barriere, der Filter oder das 
Sieb aus einem hydrophoben Material bestehen oder nut erne, 
hydrophoben Material beschichtet sind. 

34 . verranren nach eine. der AnsprUche 20-33, dadurch 

• u * h« 7e ilseDarationsmedium einen FarDstoti 

qekennzeichnet, dafi das zeiise^iaux 

der das Zellseparationsmedium von 
r^lrUegendL KirperrlUssigkeit t arbHch unterscheidbar 



WO 99/40221 



PCT/EP99/00716 



>2 



macht und dadurch die Localisation der Interphase 
vereinf acht , 

35 verfahren nach einem der Anspriiche 1-34, dadurch 
aekennzeichnet, daB es sich bei der zu untersuchenden Probe 
um Blut handelt, und dafl bex den, genannten Verfahren zum 
einen eine venose Blutprobe und zum anderen eine arterxelle 
Blutprobe untersucht wird und die Ergebnisse mitexnander 
verglichen werden. 

36 Verfahren nach einem der Anspriiche 1-35, dadurch 
gekennzexchnet, dafl es sich bei der zu untersuchenden Probe 
um Blut handelt, und daB bex dem genannten Verfahren zum 
einen eine Blutprobe aus der Fingerkuppe und zum anderen eine 
venose oder arterielle Blutprobe untersucht wird und dxe 
Ergebnisse miteinander verglichen werden. 

37 Verfahren nach einem der Anspriiche 1-36, dadurch 
gekennzeichnet, da» die Tumorzellen von Metastasen, 
vorzugsweise Mikrometastasen , maligner Tumore stammen. 

38 Verfahren nach einem der Anspriiche 1-37, dadurch 
gekennzeichnet, dart die Tumorzellen aus einer Gruppe von 
Zellen metastasierender Tumoren und/oder Neoplasxen 
ausgewahlt werden, die von einem T-Zell-Lymphoblastom, T- 
Zell-Leukamiezellen, chronisch myeloische Leukamiezellen, 
akute lymphatische Leukamiezellen, chronisch lymphatxsche 
Leukamiezel len , Teratokarz inom , Melanom , Lungenkar z xnom , 
Dickdarmkrebs, Brustkrebs, Leberzellkarzinom, Nierentumor, 
Mebennierentumor, Prostatakarzinom, Neuroblasts, 
Gehirntumor, Rhabdomyosarkom, Leiomyosarkom und/oder Lymphom 
abstammen . 
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39. Oligonukleotid-Primer mit der Sequenz 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' ( hTRT 1 ) und/oder 
5 - GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3 ' ( hTRT2 ) , 

wobei hTRTl und/oder hTRT 2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalten konnen. 

40. Oligonukleotid-Sonde mit der Sequenz 

5' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' ( hTRT o) 

und/oder die entsprechende reverse komplementare Sequenz 
davon . 

41. Kit zur Quantif izierung von Tumorzellen in einer 
Korperf lussigkeit, enthaltend: 

(a) ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifischen 
Amplif izierung von Telomerase-kodierender Nukleinsaure. 

42 Kit nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
Oligonukleotid-Primerpaar gemaf^ (a) folgende Sequenzen hat: 

5< CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' ( hTRTl ) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalt. 

43 Kit nach einem der Anspriiche 41 oder 42, dadurch 
gekennzeichnet, daft er zusatzlich (b) eine Standard- 
Nukleinsaure bzw. Standard-Nukleinsauren zur Co-Amplif .katxon 
enthalt . 
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44 Kit nach eine, der Anspruche 41-43, dadurch 
g ekennzeicnnet, da* er zusatzlich ein .arkiertes 
Oligonukleotid zu* Nachweis der amplif izierten Nuklex saure 
der zu bestinunenden Probe und/oder ein oder mehrere markxerte 
Oligonukleotide zum Nachweis der co-amplif izierten Standard- 
Nukleinsaure bzw. standard-Nukleinsauren enthalt, 

insbesondere ein Oligonukleotid mit der Sequenz: 

5' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRT o) 

und/oder die entsprechende reverse komplementare Sequenz 
davon. 

45 Kit nach einen, der Anspruche 41-44, dadurch 
gekennzerchnet, da B ,r zusatzlich eine reverse Transferase, 
sine DNA-Polymerase, vorzugsweise eine Taq-Polyn-erase, erne 
DN ase und/oder geeignete Puffer und gegebenenfalls n,arkrerte 
Nukleotide und gegebenenfalls zur Abreicherung von 
Stam»zellen und/oder aktivierten I«unzellen und/oder zur 
Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mittel enthalt. 

Kit nach einem der Anspruche 41-4 5, dadurch 



46 



gekennzeicnnet, dan er zusatzlich eine reverse Transkrrptase, 
line RNA-Polymerase, vorzugsweise eine T7 RXA-Poly^erase 
eine RNase H, eine DNase und/oder geeignete Puffer und 
gegebenenfalls narkierte Nukleotide und gegebenenfalls zur 
Lreicherung von Stanunzellen und/oder aktivierten Imn-unzellen 
und/oder zur Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mittel 
enthalt. 

•■ Ai.dfi dadurch 

47 Kit nach einem der Anspruche 41 46, 

gekennzeicnnet, da« er zusatzlich ein zellseparationsmedrun, 
L. eine Dichte i, Bereich von 1,055 bis < 1,070 
aufweist, umfaflt, sowie gegebenenfalls 

Zentrif ugationsgef afi. 
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48 Kit nach Anspruch 47, wcrin das Zellseparationsmedxum 
eine Dichte in, Bereich von 1,060 bis 1,067 g/ml und 
vorzugsweise von etwa 1,065 g/ml aufweist. 

49. Kit nach einem der Anspriiche 47 oder 48, worin das 
Zentrifugationsgefafl eine porose Barriere, einen Filter oder 
ein Sieb mit einer Dicke von 1-10 nun, vorzugsweise ca. 5 mm 
aufweist, die das Zentrif ugationsgef art in ein oberes und ein 
unteres Kompartiment unterteilen. 

50. Kit nach Anspruch 49, worin die porose Barriere, der 
Filter oder das Sieb eine Porengrofie von 20-100 nm, 
vorzugsweise 20-30 \im aufweisen. 

51 Kit nach Anspruch 49 oder 50, worin sich das 
Zellseparationsmedium im unteren Kompartiment des 
Zentrif ugationsgef afies befindet. 
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1 GCAGC 

Ji pill US = 

131 GGACCCGGCG GCTTTCCG^u CG^GG. ^GCC TGCCTGAAGG AGCTGGTGGC 

241 ACGGCCGCCC CCCGCCGCCC CCTCw-.CC« CCAGGl^ii-- ^ „ TCGGCTTCGC 

0t CGGAGTGCTG CAGAGGCTGT GCGAGCGCGG CGCGAAG^C GTG£GGUCT TCG^^ 

1ST GCTGCTGGAC GGGGCCCGCG GGGGCCCuCv. uG^GG^Cx.L ££££££ TGCTGCTGCG 

i s s gm isi t ~ 

,81 tgcccctg™ ccggagcgga cm gcTiSScg co»*»*c 

84i GCGTGGACCG "^G^CCG.G =T--^TC CulG-L CACCCATCCG TGGGCCGCCA 
SSi SSSS |Pi§ gcgg gggjg CGCgGXCC 

«ii S SSSggt S oscgctcgga ™b« 

!Si ScS C C^? SgGGTTCCA «CM«*T CCCCGCAGGT TGCC.C ? CC. 

1201 GCCCCAGCGC TACTGGCAAA TGCv^vX^ GTTTCT^b Li TCACCCCAGC 
1261 GTGCCCCTAC GGGGTGCTCC TCAAGACGCA. CTCCCCGCTC CGAGCTGCGfa ^ 
1321 AGCCGGTGTC TGTGCCCGGG AGAAGCCCCA G^CTCTGTG qgcAGGTGTA 
13 81 CACAGACCGG CGTCGCCTGG TGCJGCTGCT CCGCuAKrf ^GC^ QCTCCAGGCA 
1441 CGGCTTCGTG CGGGCCTGCC TGCC-CCGo.T GGTGCCCCC.. ^CC.^ AGCATGCCAA 
1501 CAACGAACGC CGCTTCCTCA GGAACACCAA G^TCATC ^CT GGCKCXSC x> 
1561 GCTCTCGCTG CAGGAGCTGA CGTGGAAGAT GAGCGTGCGj GACTbUu AGATCCTGGC 
1621 GAGCCCAGGG GTTGGCTGTG ttccggccgc agagcaccgt c-gc^tg CTTTCTTTTA 
1681 CAAGTTCCTG CACTGGCTGA TGAGTGTGTA CGTCGTCGAG gg^AGA ^c/TCTQGAG 
1741 TGTCACGGAG ACCACGTTTC AA^AG^CAG GCTCTTTT^ ^ ' ^^ GGGAGCTGTC 
1801 f^QTT^ AG_£ATTGGAA TCAGACAGC. CTOj^ ^^GT CCAGACTCCG 
1361 GGAAGCAGAG GTCAGGCAGC ATGGG^GC CMGCCCG^ CTGCTG^ 
1921 CTTCATCCCC AAGC.-GACu GG^uC^-C TCGAGGGTGA AGGCACTGTT 

1981 Ci^GTTC CGCAGAGAAA AGAG^CGA ^GTCTCACC ™ CTGTGCTGGG 

??S SSSSS SSSS ££g GC^AGGACCC 

g£ SS2S SSSK ESS S S 

2401 GACCAGCGCG CTGAGGGATG CCGTCGTCAT GGAGCAGAGC ^TCCL GCATCAGGGG 
2461 CAGTGGCGTC TTCGACGTCT TCCTACGCTT CATGTGCCpC CACGCCG CGCTGCTCTG 
2521 CAAGTCCTAC GTCCAGTGCC AGGGGATCCC GCAGGGCTCC ATCCTCTC qgqaCGGGCT 
2581 CAGCCTGTGC TACGGCGACA TGGAGAACAA GCTGTTTGCG GGGAliu ACGCGAAAAC 
2641 GCTCCTGCGT TTGGTGGATG ATTTCTTGTT GGTGACACCT CACCTCACCC CGGAA 
2701 CTTCCTCAGG ACCCTGGTCC GAGGTGTCCC TGAGTATGG. ^GTGGT TTGTTCAGAT 
2761 GACAGTGGTG AACTTCCCTG TAGAAGACGA GoCCCTG^T GGCACg CCCTGGAGGT 
28?1 GCCGGCCCAC GGCCTATTCC CCTGGTGCGG CCTGCTGCT. ^ATACCO CCTTCAACCG 
llll GCAGAGGGAC TACTCCAGCT ATGCCCGGAC CTCCMC^ ^AGTCT GGCTGAAGTG 
2941 CGGCTTCAAG GCTGGGAGGA ACATGCGTCG ^AAACTC... C CAACATCTA 
?001 TCACAGCCTG TTTCTGGATT TGCAGGTGAA CJGCCTCCj, ^J™CC TCCCATTTCA 
3061 CAAGATCCTC CTGCTGCAGG CGTACAGGTT TCACGCATG. ^GCTG CGGCCTCCCT 

m\ ssse ssg mi Sggg ss 

S CTC^GGACAG CCCAGACGCA 
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nn*rir-rr~ nrr-'-rcGG GGACGACGCT GACTGCCCTG GAGGCCGCAG CCAACCCGGC 
Sgcc^ SJS^SS c?atcctgga CTGATGGCCA CCCGCCCACA GCCAGGCCGA 
34 ^ SS-rr rtr- : Sc?T GTCACGCCGG GCTCTACGTC CCAGGGAGGG AGGGGCGGCC 
3481 GAGCAG^CpC CAG^OCT GTCACGCCG* ^ GAGTGTTTGG CCGAGGCCTG 

f 6 SS^ SSS^X SSci GAGGCCTGAG CGAGTGTCCA OCCAAGGGCT 

h SS^s SJ^SS SSSS gggg S££ 

78^ Sgatcgc cSotSc SSSccct gccctccttt gccttccacc cccaccatcc 

sssss 2SSSSS s = s EF 

3961 gagctgctSt gggagtaaaa tactgaatat atgagttttt cagttttgaa aaaaa 



Abb. lb 
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Abb. 3 
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Katalytische Untereinheit d er menschlichen Telomerasa: 

Seauenz ( 5 " -3 ) 



Name 



CTACCGGAAGAGTGTCTGGAGCAAGTTGCAAAGC 
llll \ GGCATACCGACGCACGCAGTACGTGTTCTG 



hTRT o 



GGC A T AC v.Vj AV-Vj\-rv- vj wt.v-> - — 

CGTTCTGGCTCCCACGACGTAGTC 



T-Zell-Rezeptor 




TCR 1 
TCR 2 



GAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAG 
GATCTCATAGAGGATGGTGGCAGACAG 




Act 1 
Act 2 



GATGATGATATCGCCGCGCTCGTC 
CTCAAACATGATCTGGGTCATCTTC 



(5-Globin 




Glob 1 
Glob 2 



ACCCAGAGGTTCTTTGAGTC 
TCTGATAGGCAGCCTGCACT 



Abb. 6 
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Vollblut/Ficoll-isolierte PBMC 

RNA-Isolierung mit "Vol^lut- 
Protokoll" Oder standardmethoden 
fwie Phenol/Chloroform oder 
Silicagelsaule 



1 



total RNA 

^ Vollblut entspricht 



Menge RNA die einem 
bestimmten Vol. (z.B. 1 ml) 



Buffer: 100 mM Tris/Cl, DNase-Verdau 

P" 8 - 3 30'/37°C, 10'/75°, 10"/90°C 



50 mM KC1 
5 mM MgCl 2 
1 mM dNTP-Mix 
2.5 mM Random Hexamer 
4U Rnase-freie DNase 
40U RNase Inhibitor 
in 36 |il Volumen ,A^V 



sofort auf Eis 



Probe (18 jil) Negativ-Kontrolle (18 

^ ^ + 4 ul DEPC Wasser 



+ 50U MuLV RT 
+ 40U Rnase Inhibitor 

Reverse Traskriptase Reaktion 

j | 30'/42°C, 5'/99 

cDNA (cDNA) 



Buffer: 100 mM Tris/Cl, PCR-Reaktion » 

pH 8.3 
50 mM KC1 
2 mM MgCl 2 
200 mM dNTP-Mix 
2.5U AmpliTaq DNA Anaiyse/Quantifizierung 

Polymerase 
300 mM je Primer 
in 2 5 ul Volumen 



1 ) PCR-Kondit ionen : 

15V97oC(15V97 : c,30 ;; /70 : c :,-( J - Igl^I^cJ^S 
(15"/94°C f 30'765°C,-0.5 C/cycx , 
( 15"/94 c C,30"/50 o C,30"(ext.l5 /cycle) / u_ ^ 
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# 64 



• — gespikte T289 GFP -Zellen/ml blood 

Wiederfindung (Durchfluft Zytometer) 

•Wiederfindung (Mikroskop) 



50 



c 
o 

"5 
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*32 
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10 
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19% 



39% 



35% 



55% 



62.5% 



Wiederfindung (Durchschnitf ) 



Abb. 10 
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^ 1 28 - gespikte T289 GFP Zellen (Durchfflufi Zytometer) 
■Wiederfindung (Durchflufc Zytometer) 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION : 

ANMELDER: 

(A) NAME: Dr. Dr. Michael Danm 

(B) STRASSE: Gleimstr.2 

(C) ORT: Miinchen 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 81677 

ANMELDETITEL: 

Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
von Tumorzellen in einer Korperflus- 
slgkeit und dazu geeignete Testkits 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 10 

COMPUTER -LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy Disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PADAT Sequenzmodul Version i.u 



i 



WO 99/40221 



2/7 



PCT/EP99/00716 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
ACCCAGAGGT TCTTTGAGTC 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
TCTGATAGGC AGCCTGCACT 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GATGATGATA TCGCCGCGCT CGTC 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
CTCAAACATG ATCTGGGTCA TCTTC 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GAGGTCGCTG TGTTTGAGCC ATCAGAAG 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GATCTCATAG AGGATGGTGG CAGACAG 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 4015 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

GCAGCGCTGC GTCCTGCTGC GCACGTGGGA AGCCCTGGCC CCGGCCACCC CCGCGATGCC 60 
GCGCGCTCCC CGCTGCCGAG CCGTGCGCTC CCTGCTGCGC AGCCACTACC GCGAGGTGCT 120 
GCCGCTGGCC ACGTTCGTGC GGCGCCTGGG GCCCCAGGGC TGGCGGCTGG TGCAGCGCGG 180 
GGACCCGGCG GCTTTCCGCG CGCTGGTGGC CCAGTGCCTG GTGTGCGTGC CCTGGGACGC 2 40 
ACGGCCGCCC CCCGCCGCCC CCTCCTTCCG CCAGGTGTCC TGCCTGAAGG AGCTGGTGGC 300 
CCGAGTGCTG CAGAGGCTGT GCGAGCGCGG CGCGAAGAAC GTGCTGGCCT TCGGCTTCGC 360 
GCTGCTGGAC GGGGCCCGCG GGGGCCCCCC CGAGGCCTTC ACCACCAGCG TGCGCAGCTA 420 
CCTGCCCAAC ACGGTGACCG ACGCACTGCG GGGGAGCGGG GCGTGGGGGC TGC|rGCTGCG 480 
CCGCGTGGGC GACGACGTGC TGGTTCACCT GCTGGCACGC TGCGCGCTCT TTGTGCTGGT 540 
GGCTCCCAGC TGCGCCTACC AGGTGTGCGG GCCGCCGCTG TACCAGCTCG GCGCTGCCAC 600 
TCAGGCCCGG CCCCCGCCAC ACGCTAGTGG ACCCCGAAGG CGTCTGGGAT GCGAACGGGC 660 
CTGGAACCAT AGCGTCAGGG AGGCC GGGGT CCCCCTGGGC CTGCCAGCCC CGGGTGCGAG 720 
GAGGCGCGGG GGCAGTGCCA GCCGAAGTCT GCCGTTGCCC AAGAGGCCCA GGCGTGGCGC 780 
TGCCCCTGAG CCGGAGCGGA CGCCCGTTGG GCAGGGGTCC TGGGCCCACC CGGGCAGGAC 840 
GCGTGGACCG AGTGACCGTG GTTTCTGTGT GGTGTCACCT GCCAGACCCG CCGAAGAAGC 900 
CACCTCTTTG GAGGGTGCGC TCTCTGGCAC GCGCCACTCC CACCCATCCG TGGGCCGCCA 960 
GCACCACGCG GGCCCCCCAT CCACATCGCG GCCACCACGT CCCTGGGACA CGCCTTGTCC 1020 
CCCGGTGTAC GCCGAGACCA AGCACTTCCT CTACTCCTCA GGCGACAAGG AGCAGCTGCG 1090 
GCCCTCCTTC CTACTCAGCT CTCTGAGGCC CAGCCTGACT GGCGCTCGGA GGCTCGTGGA 1140 
GACCATCTTT CTGGGTTCCA GGCCCTGGAT GCCAGGGACT CCCCGCAGGT TGCCCCGCCT 1200 
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GTGCCCCTAC GGGGTGCTCC TCAAGACGCA CTGCCCGCTG CGAGCTGCGG TCACCCCAGC 1320 
AGCCGGTGTC TGTGCCCGGG AGAAGCCCCA GGGCTCTGTG GCGGCCCCCG AGGAGGAGGA 1380 
CACAGACCCC CGTCGCCTGG TGCAGCTGCT CCGCCAGCAC AGCAGCCCCT GGCAGGTGTA 1440 
CGGCTTCGTG CGGGCCTGCC TGCGCCGGCT GGTGCCCCCA GGCCTCTGGG GCTCCAGGCA 1500 
CAACGAACGC CGCTTCCTCA GGAACACCAA GAAGTTCATC TCCCTGGGGA AGCATGCCAA 1560 
GCTCTCGCTG CAGGAGCTGA CGTGGAAGAT GAGCGTGCGG GACTGCGCTT GGCTGCGCAG 1620 
GAGCCCAGGG GTTGGCTGTG TTCCGGCCGC AGAGCACCGT CTGCGTGAGG AGATCCTGGC 1680 
CAAGTTCCTG CACTGGCTGA TGAGTGTGTA CGTCGTCGAG CTGCTCAGGT CTTTCTTTTA 17 40 
TGTCACGGAG ACCACGTTTC AAAAGAACAG GCTCTTTTTC TACCGGAAGA GTGTCTGGAG 1800 
CAAGTTGCAA AGCATTGGAA TCAGACAGCA CTTGAAGAGG GTGCAGCTGC GGGAGCTGTC 1860 
GGAAGCAGAG GTCAGGCAGC ATC GGGAAGC CAGGCCCGCC CTGCTGACGT CCAGACTCCG 1920 
CTTCATCCCC AAGCCTGACG GGCTGCGGCC GATTGTGAAC ATGGACTACG TCGTGGGAGC 1980 
CAGAACGTTC C GC AGAGAAA AGAGGGCCGA GCGTCTCACC TCGAGGGTGA AGGCACTGTT 2040 
CAGCGTGCTC AACTACGAGC GGGCGCGGCG CCCCGGCCTC CTGGGCGCCT CTGTGCTGGG 2100 
CCTGGACGAT ATCCACAGGG CCTGGCGCAC CTTCGTGCTG CGTGTGCGGG CCCAGGACCC 2160 
GCCGCCTGAG CTGTACTTTG TCAAGGTGGA TGTGACGGGC GCGTACGACA CCATCCCCCA 2220 
GGACAGGCTC ACGGAGGTCA TCGCCAGCAT CATCAAACCC CAGAACACGT ACTGCGTGCG 2280 
TCGGTATGCC GTGGTCCAGA AGGCCGCCCA TGGGCACGTC CGCAAGGCCT TCAAGAGCCA 2340 
CGTCTCTACC TTGACAGACC TCCAGCCGTA CATGCGACAG TTCGTGGCTC ACCTGCAGGA 2 400 
GACCAGCCCG CTGAGGGATG CCGTCGTCAT CGAGCAGAGC TCCTCCCTGA ATGAGGCCAG 2460 
CAGTGGCCTC TTCGACGTCT TCCTACGCTT CATGTGCCAC CACGCCGTGC GCATCAGGGG 2520 
CAAGTCCTAC GTCCAGTGCC AGGGGATCCC GCAGGGCTCC ATCCTCTCCA CGCTGCTCTG 2580 
CAGCCTGTGC TACGGCGACA TGGAGAACAA GCTGTTTGCG GGGATTCGGC GGGACGGGCT 2640 
GCTCCTGCGT TTGGTGGATG ATTTCTTGTT GGTGACACCT CACCTCACCC ACGCGAAAAC 2700 
CTTCCTCAGG ACCCTGGTCC GAGGTGTCCC TGAGTATGGC TGCGTGGTGA ACTTGCGGAA 2760 
GACAGTGGTG AACTTCCCTG TAGAAGACGA GGCCCTGGGT GGCACGGCTT TTGTTCAGAT 2820 
rrrr , r , rrrar wrrTOTrPr crTRBTGCGG CCTGCTGCTG GATACCCGGA CCCTGGAGGT 2880 
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GCAGAGCGAC TACTCCAGCT ATGCCCGGAC CTCCATCAGA GCCAGTCTCA CCTTCAACCG 2940 
CGGCTTCAAG GCTGGGAGGA ACATGCGTCG CAAACTCTTT GGGGTCTTGC GGCTGAAGTG 3000 
TCACAGCCTG TTTCTGGATT TGCAGGTGAA CAGCCTCCAG ACGGTGTGCA CCAACATCTA 3060 
CAAGATCCTC CTGCTGCAGG CGTACAGGTT TCACGCATGT GTGCTGCAGC TCCCATTTCA 3120 
TCAGCAAGTT TGGAAGAACC CCACATTTTT CCTGCGCGTC ATCTCTGACA CGGCCTCCCT 3180 
CTGCTACTCC ATCCTGAAAG CCAAGAACGC AGGGATGTCG CTGGGGGCCA AGGGCGCCGC 32 40 
CGGCCCTCTG CCCTCCGAGG CCGTGCAGTG GCTGTGCCAC CAAGCATTCC TGCTCAAGCT 3300 
GACTCGACAC CGTGTCACCT ACGTGCCACT CCTGGGGTCA CTCAGGACAG CCCAGACGCA 3360 
GCTGAGTCGG AAGCTCCCGG GGAC GACGCT GACTGCCCTG GAGGCCGCAG CCAACCCGGC 3420 
ACTGCCCTCA GACTTCAAGA CCATCCTGGA CTGATGGCCA CCCGCCCACA GCCAGGCCGA 3480 
GAGCAGACAC CAGCAGCCCT GTCACGCCGG GCTCTACGTC CCAGGGAGGG AGGGGCGGCC 3540 
CACACCCAGG CCCGCACCGC TGGGAGTCTG AGGCCTGAGT GAGTGTTTGG CCGAGGCCTG 3600 
CATGTCCGGC TGAAGGCTGA GTGTCCGGCT GAGGCCTGAG CGAGTGTCCA GCCAAGGGCT 3660 
GAGTGTCCAG CACACCTGCC GTCTTCACTT CCCCACAGGC TGGCGCTCGG CTCCACCCCA 3720 
GGGCCAGCTT TTCCTCACCA GGAGCCCGGC TTCCACTCCC CACATAGGAA TAGTCCATCC 3780 
CCAGATTCGC CATTGTTCAC CCCTCGCCCT GCCCTCCTTT GCCTTCCACC CCCACCATCC 3840 
AGGTGGAGAC CCTGAGAAGG ACCCTGGGAG CTCTGGGAAT TTGGAGTGAC CAAAGGTGTG 3900 
CCCTGTACAC AGGCGAGGAC CCTGCACCTG GATGGGGGTC CCTGTGGGTC AAATTGGGGG 3960 
GAGGTGCTGT GGGAGTAAAA TACTGAATAT ATGAGTTTTT CAGTTTTGAA AAAAA 
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I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf sine Aufforderung nach 
' Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich emgeretcht" und smd ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1 -45 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-29,31-40, ursprungliche Fassung 

42-51 

30,41 eingegangen am 02/02/2000 mit Schreiben vom 02/02/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/11-11/11 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: j 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER prT/FPQQ/nn71 fi 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0071 6 

V Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der ^^ M ^ n | ?2 ,w,l U " d 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung d.eser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit(N) Ja: Anspruche 1-51 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -51 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -51 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

1 Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schrittliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeld|ng 

Es wurde festgestelrt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 



siehe Beiblatt 
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Sektion V: 

Der nachste Stand der Technik ergibt sich aus WO-A-97/18322. Dort wird ein 
Verfahren zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperflussigkeit 
offenbart, bei dem die RNA-Komponente der Telomerase amplifiziert wird. Der 
Gegenstand der Anspruche 1-51 (Verfahren, Primer, Sonde und Kit) 
unterscheidet sich davon dadurch, daG die mRNA die fur die katalytische 
Untereinheit der Telomerase kodiert, amplifiziert wird. 

ErfindungsgemaG wurde gefunden, daB die Menge der fur die katalytische 
Untereinheit der Telomerase kodierenden mRNA besser mit der 
Telomeraseaktivitat korreliert als die Menge der RNA Komponente der 
Telomerase. Der Gegenstand der Anspruche 1-51, der nicht in naheliegender 
Weise aus den im Internationalen Recherchenbericht angefuhrten Dokumenten 
abgeleitet werden kann, erscheint somit neu und erfinderisch im Sinne der Artik 
33(2) und 33(3) PCT zu sein. 



Sektion VI: 



Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

| Prioritatsdatum 

AnmeldeNr. Varoffentlichungsdatum Anmeldadatum (zu Recht beansprucht) 

Patent Nr. (Tag/Monat/Jahr) (Tag/Monat/Jahr) (TagMonat/Jahr) 



WO-A-98/37181 27/08/1998 20/02/1998 20/02/1997 

20/05/19997 

01/08/1997 

14/08/1997 

30/10/1997 



WO-A-98/59040 30/12/1998 09/06/1998 20/06/1997 

26/03/1998 
14/04/1998 



WO-A-98/14592 



09/04/1998 



01/10/1997 



01/10/1996 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/00716 
PRUFUNGSBERICHT - BE1BLATT 



18/04/1997 
25/04/1997 
06/05/1997 
09/05/1997 
14/08/1997 

Sollte die beanspruchte Prioritat der vorliegenden Anmeldung nicht gultig sein, 
waren obige Dokumente fur die Beurteilung der Neuheit und der erfinderischen 
Tatigkeit (Artikel 33(2) und (3) PCT) relevant. Sollte die Anmeldung in die 
nationale Phase eintreten, waren diese Dokumente fur die Beurteilung der 
Neuheit von Bedeutung. 

Sektion VII: 

GemaB Regel 11(11) PCT sollen Abbildungen keinen Text enthalten, mit 
Ausnahme einzelner Worte, wenn es absolut notwendig erscheint. 

Sektion VIII: 

Anspruche 18 und 19 entsprechen nicht den Erfordernissen von Artikel 6 PCT, c 
in ihnen versucht wird die Erfindung durch das zu erreichende Resultat zu 
definieren. 



02-02-2000 



LP 009900/16 



= 51 - 
Korperhohlen, 



• • • » • • 

Knochenmafk und 



oder unnatiirlichen 
dispergiertem Korpergewebe . 

29. Verfahren nach einem dej^Anspriiche 2Q-28, dadurch 
gekennzeichnet, daii da>-^Zentrifugationsgef afl nach der 
Zentrifugation und^vor der Abnahme der an Tumorzellen 
angereicherterj^fnterphase stark abgekiihlt wird, urn ein 
Vermischen^der Zellen in den verschiedenen Schichten zu 



30. Verfahren nach einem der Anspriiche 20-29, dadurch 
gekennzeichnet, daii die Zentrifugation in einem Gefafl 
durchgefiihrt wird, das durch eine porose Barriere, einen 
Filter oder ein Sieb in ein oberes und ein unteres 
Kompartiment geteilt ist, wobei das ZelllS ^pcnoioril medium im 
unteren Kompartiment vorgelegt und die Korperf liissigkeit in 
das obere Kompartiment eingebracht wird. 

-JT. — rerTahren nach AnSpruCn JU, dadurch gekeimiieiUineL, 03*3 
die porose Barriere, der Filter oder das Sieb eine Dicke^von 



die poros 

1-10 mm, vorzugsweise ca. 5 mm aufweisen. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 
gekennzeichnet, dafi die porose Barriere, 
Sieb eine Porengrofle von 20-100 um, 
aufweisen. 



oder /^31, dadurch 
Filter oder dias 
irzugsweise 20-30 um 



33. Verfahren nach einem ^-der Anspriiche 30-32, dadurch 
gekennzeichnet, daJl die vefrdse Barriere, der Filter oder das 
Sieb aus einem hydron*r6ben Material bestehen oder mit einem 
hydrophoben Material beschichtet sind 



34. Verfahren nach einem der Anspriiche 20-33, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Zellseparationsmedium einen Farbstoff 
der das Zellseparationsmedium von 



enth 
d 



:t, 



der 



gernten — Korperf luSsigkeit — f?rt*a^h__jKit^sc^ej^bar 



-2000 



EP 009900716 



• • • • • *•«• •••••4 

« ,* • • • • • * 

^2 • « •••• • ••• *• 

39. — OTTgonuxieotid-Primer mit der Sequenz 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3->hfRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (p2M!2) , 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegetfenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fur eine RNA^?olymerase enthalten konnen. 

40. Oligonukleotid^Sonde mit der Sequenz 
5' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRT o) 

un^der^^ 

41. Kit zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer 
Korperfliissigkeit, enthaltend: 

( a) ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifischen 
Araplifizierung von Telomerase-kodierender Huklcinoauro , *~&AJA. 

1?— Ki* "*rh Anspruch 4.1, dfldurch . q e Jrpnnzp i chne J^efl ^ 
Oligonukleotid-Primerpaar gemafij (a) folgende Sequenzen^ hatrf 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3'^TTRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' jL>TRT2) 

wobei hTRTl und/oder J**RT2 gegebenenf alls eine 
Promotorsequenz fur eine^RflA-Polymerase enthalt. 

43. Kit nach^einem der Anspriiche 41 oder 42, dadurch 
gekennzeicMiet, da/1 er zusatzlich (b) eine Standard- 
Nukleifisaure bzw. Standard-Nukleinsauren zur Co-Amplif ikation 
e^f€h altj 



